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Notre collégue Michel Weinberg a succombé le 21 avril 
dernier. A ses obséques, qui eurent lieu au cimetiére du Pére- 
Lachaise, M. Ramon a retracé sa carriére scientifique au nom 
de l'Institut Pasteur et lui a rendu un dernier hommage dans 
les termes suivants : 


« La fatalité s’acharne sur notre Maison. La mort n’atteint 
pas seulement ceux qui, sur les fronts de la guerre, com- 
battent pour la liberté et la civilisation, elle frappe aussi a 
coups redoublés parmi les chercheurs des laboratoires qui 
travaillent pour la Science et pour l’humanité. 

Hier, nous perdions Alexandre Besredka, enlevé en quelques 
semaines par un mal inexorable. Aujourd’hui, Michel Wein- 
berg succombe aussi rapidement & un mal analogue. Tous 
deux étaient les disciples d’Elie Metchnikoff, que nous avons 
perdu pendant l’autre guerre. 

Michel Weinberg était né en 1868 en Russie, & Odessa. En 
4886, il s’inscrit 4 la Faculté de Droit de cette ville. En 1888, 
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il prend ses premiéres inscriptions & la Faculté de Médecine 
de Paris. Il devient bient6t préparateur du Professeur Letulle 
au laboratoire d’Anatomie pathologique. Il y demeure 
jusqu’en 41900. Durant huit années, il effectue diverses 
recherches anatomo-pathologiques dont il expose les princi- 
pales en 1898, dans sa thése intitulée : « Résumé des lésions 
histologiques des formes communes de l’appendicite ». 

En 1900, il y a quarante ans, Michel Weinberg entre a 
l'Institut Pasteur dans le service de Metchnikoff. Il y étudie, 
en premier lieu, le réle des Helminthes dans inoculation des 
microbes pathogénes au niveau de la paroi appendiculaire ; 
puis il étend ses investigations au mode d’action de ces para- 
sites sur l’organisme de ’homme et des animaux et réussit 
& établir que les Helminthes, ainsi que leurs larves, sont 
capables d’inoculer les germes pathogénes non seulement en 
un point quelconque de la paroi gastro-intestinale, mais 
aussi dans les tissus ot ils pénétrent. I] apporte en outre des 
preuves indirectes et directes en faveur de l’hypothése de la 
sécrétion de toxines par les Helminthes et de la formation 
d’anticorps spécifiques dans Vorganisme infesté. Ses recher- 
ches, qui ont porté sur un trés grand nombre de malades, Iu 
ont permis de mettre au point la technique de la réaction de 
fixation de l’alexine appliquée au séro-diagnostic de 1I’échi- 
nococcose. L’utilité de cette méthode est actuellement 
reconnue par: les biologistes de tous les pays. Weinberg a 
encore montré que les animaux infestés par les Helminthes 
s’immunisent peu a peu contre l’action des produits sécrétés 
par ces parasites et il a réussi 4 reproduire chez le cobaye, 
par Vinjection de liquide hydatique, tous les symptémes de 
Vanaphylaxie échinoccoceique observés chez Vhomme. 

Au mois de septembre 1944, animé du désir de servir sa 
nouvelle patrie — il était naturalisé Francais depuis 1901, — 
Weinberg s’engage. Il avait alors quarante-six ans. Il est 
atfecté en qualité d’aide-major dans un hépital militaire et 
se consacre aussitét a l’étude des microbes anaérobies de la 
gangrene gazeuse. Il ne tarde pas & apporter la preuve que 
la flore de la gangréne gazeuse est, en réalité, variée et que, 
en dehors du B. perfringens et du vibrion septique, on 
peut y rencontrer d’autres anaérobies. C’est ainsi qu’il 
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découvre une nouvelle espéce, le B. oedematiens, qu’on trouve 
‘dans 30 p. 100 des cas, surtout dans le type toxique cedé- 
mateux. Il isole deux nouvelles espéces anaérobies, le B. fal- 
lax et le B. aerofoetidus, capables de causer des formes de la 
gangrene gazeuse qu’il appelle « pseudo-graves ». Enfin, il 
décéle, dans un certain nombre de cas, la présence du bacille 
histolytique qui joue un réle trés important dans 1’étiologie 
de l’infection gangréneuse. 

Toujours soucieux de se rendre utile, Weinberg, suivant 
-ainsi la voie magistralement ouverte quinze ans auparavant 
par Leclainche, par Leclainche et Morel, et presque aban- 
donnée jusque-la, s’applique, dés 1915, a préparer des sérums 
dirigés contre les divers germes de la gangréne gazeuse. Le 
sérum anti-perfringens fut le premier qu’il cbtint. Au fur et 
& mesure qu il mettait en évidence le réle d’autres anaérobies 
pathogénes, il cherchait & opposer a chacun d’eux un sérum 
spécifique : sérum anti-vibrion septique, anti-oedematiens, 
-anti-histolytique, anti-sporogenes. En mélangeant ces dif- 
férents sérums en proportions convenables, il prépara son 
-sérum anti-gangréneux polyvalent. 

La sérothérapie anti-gangréneuse selon la méthode de 
Weinberg devait étre appliquée avec succés par de nombreux 
-chirurgiens au traitement des formes graves de l’appendi- 
cite, de la gangréne pulmonaire, de certaines formes de 
Vinfection puerpérale ot intervient le B. perfringens, de la 
fiévre typhoide compliquée d’infection par ce méme germe. 
Elle a été employée préventivement dans les opérations 
eraves portant sur l’abdomen. 

Dans la suite, Weinberg fut amené 4 préparer un sérum 
anti-B. coli et un autre sérum qu'il appelle « anti-complé- 
mentaire », dirigé contre certains microbes peu pathogénes 
‘mais assez fréquemment observés dans l’appendicite, comme 
le B. ramosus, Ventérocoque et quelques bacilles anaérobies 
ne se colorant pas par la méthode de Gram. Enfin, il s’occupa 
de la préparation d’un sérum anti-botulinique. 

L’amélioration des sérums anti-gangréneux fut son souci 
constant depuis vingt ans. Il se préoccupa avant tout de 
rechercher les méthodes d’immunisation les plus efficaces et 
d’accroitre la qualité des antigénes utilisés dans leur produc- 
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tion. Dés l’apparition des anatoxines diphtérique et tétanique, 
il employa pour ]’obtention des sérums anti-gangréneux, les 
anatoxines perfringens, oedematiens, histolytique. 

Prévoyant de longue date les événements actuels, Wein- 
berg y avait préparé son Service, l’organisant pour la pro- 
duction intensive des sérums anti-gangréneux destinés aux 
Armées. Jusqu’au jour ot il dut s’aliter pour ne plus se 
relever, il ne cessa de veiller A cette production, dépensant 
tout ce qui lui restait de forces et hatant ainsi sa fin. 

Outre de nombreux mémoires et notes exposant ses 
recherches sur la coopération et l’antagonisme microbiens, la 
synergie des anticorps, les hémolysines, les anti-hémolysines 
et les anti-trypsines du sérum humain, sur |’éosinophilie 
vermineuse, les substances leuco-agglutinantes des microbes, 
Weinberg a publié avec divers collaborateurs plusieurs traités 
sur les microbes anaérobies de la gangréne gazeuse. Le der- 
nier en date : « Les microbes anaérobies », représente un tra- 
vail considérable qui fait honneur a la microbiologie francaise. 
Il avait dirigé avec A. Gilbert le Traité du Sang dont la 
deuxiéme édition a paru en 41982. 

Weinberg était devenu successivement préparateur, chef 
de laboratoire, chef de Service a ]’Institut Pasteur. Il faisait 
partie de nombreuses Sociétés Savantes francgaises et étran- 
géres. L’Académie de Médecine l’avait accueilli dans sa 
Section des Sciences biologiques. 


Sans doute, Michel Weinberg donnait l’impression d’un 
abord un peu rude et son franc-parler étonnait ceux qui 
n’étaient pas de ses familiers. Mais cette rudesse cachait une 
sensibilité trés vive et une grande bonté. ll aimait a rendre 
service et s’était fait dans tous les milieux de nombreux amis 
qui lui sont demeurés fidélement attachés. Il était dévoué a 
ses éléves, & ses collaborateurs et ses collégues comme aux 
siens, en particulier & ses scours qui, de Russie, l’avaient 
suivi sur sa terre d’asile. 

Weinberg était un travailleur acharné. II arrivait & l'Institut 
Pasteur de bonne heure le matin et conférait une partie de 
la matinée avec ses collaborateurs. Il s’entretenait avec eux 
des résultats des expériences en cours et ébauchait de nou- 
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veaux plans de recherches. Toutes ses journées, il les passait 
dans son laboratoire qu’il ne quittait guére que pour assister 
& quelque séance d’une Société Savante ou pour se rendre 
dans un service d’hépital. 

Toute sa vie, Michel Weinberg a mis en pratique ces 
paroles que Pasteur adressait jadis aux étudiants et aux cher- 
cheurs : travaille et persévére. 

Ses qualités de savant laborieux, dévoué, désintéressé, 
entiérement appliquées a ses travaux scientifiques qui abou- 
tirent & des découvertes fécondes, ont fait de notre regretté 
collégue un grand pastorien. C’est a ce titre que nous lui 
rendons aujourd’hui un supréme hommage, au terme d’une 
existence bien remplie et consacrée tout entiére au service de 
la Science et de notre Pays. » 


ULTRAVIRUS ET FLUORESCENCE. LE VIRUS VACCINAL 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


par C. LEVADITI 
en collaboration avec 


L. REINIE, M=* STAMATIN, I. LOMINSKI 
LE-VAN-SEN (+) et R. BEQUIGNON 


(partie expérimentale), 


(partie bactériologique) 


et M'* D. KRASSNOFF et J. GUINTINI 
(partie physique). 


Nous avons exposé dans un précédent Mémoire (1) l'ensemble 
de nos résultats concernant les rapports entre le nombre des 
corpuscules élémentaires vaccinaux et les effets vaccinogénes, 
et résumé les principales conclusions qui s’en dégagent. Le 
présent Mémoire, continuation du premier, a pour objet l'étude 
de la constitution complexe et hétérogéne des suspensions 
corpusculaires dites purifiées, la nature des corpuscules élémen- 
taires, considérée & travers le prisme de leur comportement a 
Végard du rayonnement ultraviolet en milieu fluorescent, 
Vaction virulicide des sérums antivaccinaux, les propriétés 
antigéniques des unités virulentes, leur conservation in vitro: 
et leur sensibilité aux agents virulicides, l’ultrafiltration et 
Vultracentrifugation, et, pour finir, la création artificielle de: 
souches neurovaccinales. 


I. — Constitution complexe des suspensions 
de corpuscules vaccinaux (2). 


Un phénoméne en apparence paradoxal nous est apparu aw 
cours de nos études concernant les rapports entre le nombre: 


(1) Levapitr et ses collaborateurs. Ces Annales, 1940. 
(2) Levapitr. C. R. Soc. de Biol., 130, 1939, p. 1175. 
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des éléments corpusculaires par unité de volume (Nc), et la 


EE EST EN RL NOES ESET SAT A oy 
= 


4 Neurovaccine membranes de 24 heures | 
8 ) 
P 
ay 3! { [L a _it 
Proe-f-- ees 
6 if “ 7 ; 
si i y f 
oF T aS a —{ 
fe j eh my } 
ste A ———— + alt il ‘os ae vf a iW 
ay 
S " a J “i 
BR aL : i 
: fapeen 
“S- 2 + —- - 
Sy Vly F 4 
$ & ay, ) 
ef 2 yous : désionO) — 3 — 
ey ) ! t a 1 
Qo | ; { y : 
0 | i ‘ é5 \ 
log. da nombre de particules ' : ; \ 
1 AD SOG eee ieee eee 
Nombre oe pariicules correspondant : H { i 
3.930 2 39.300 393.000 3.930.000 _39.300.000|4 


Liagramme 1. 


dose minima vaccinogéne (Dmv), appréciée par inoculation 
intradermique au lapin. En essayant d’en préciser les raisons, 


Neurovaccine membranes de 2 jours 


Circonference ei en. 


se: de particules correspondant | 


2 20,1 201 2.015 20.150 201.500 


| Wo2zbz 


i= 


2.015.000 20.150.000 | 


Diagramme 2. 


nous avons été conduits A nous faire une idée, pour l’instant 
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tant soit peu hypothétique, du mécanisme qui préside a la 
genése de ces éléments corpusculaires. Nos recherches ont 
trait au nombre et & la nature des corpuscules isolés, en fone- 
tion de l’évolution des lésions vaccinales et de la production 
des corps de Guarnieri dans la membrane allantoide. Des 
ceufgs en incubation depuis dix a treize jours sont inoculés 
avec des émulsions cérébrales neurovaccinales. Les allantoides 
sont prélevées vingt-quatre heures, deux, trois et quatre jours 
apres l’inoculation. Elles servent 4 la préparation de corpus- 
cules élémentaires, dont on détermine le Ne p. Dmv, de méme 
que les caractéres morphologiques [frottis examinés en fluo- 
rescence ou apres coloration par la méthode de Morosow (3)]. 
En outre, un examen histologique des membranes est effectué 
(méthode de Mann). Nos essais sont au nombre de quatre ; les 
données enregistrées étant identiques, nous nous contentons 
d’en relater un seul (cf. tableau I et diagrammes 14 & 4). 


TABLEAU I. 
MEMBRANES Ne p. c.c¢. Ne LESIONS 


examinées aprés dans Dmv | yaccinales Gvsewen 
x 


24 heures. . . .| 78 600 000 3.930.000 
48 heures. . . .| 40 300 000 2 204 
3 jours. . .. .|444 000.000 2 
Ay OUTS 202 nese |) 1id2000 4000 


Cette expérience révéle le phénoméne paradoxal dont il est 
question ci-dessus, & savoir qu’au début de la culture vacci- 
nale allantoidienne (vingt-quatre heures), il faut infiniment 
plus de corps élémentaires (Nc dans Dmv = 3.930.000) pour 
quil y ait vaccinogénése macroscopique minima, qwil n’en 
faut lorsque cette culture date de deux, trois ou quatre jours 
(Nc dans Dmv = 201,22 et 367). Les autres essais nous ont 
fourni des résultats comparables aux précédents (vingt- 
quatre heures = 1.100.000, 316.000 et 74.500; troisiéme 
jour-= 370 &t 74). 

Deux hypothéses s’offrent & l’esprit : a) les corpuscules élé- 
mentaires isolés au début de la culture (vingt-quatre heures) 


(3) Cf. notre premier Mémoire. Ces Annales, 64, 1940, p. 359. 
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Diagramme 4. 
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ont une activité pathogene considérablement atténuée ; b) les 
corpuscules dénombrés ne sont pas tous des éléments vacer- 
nogenes ; viennent s’associer 4 eux d'autres particules visibles 
en fluorescence, mais dépourvues de potentiel vaccinogene. 
Afin de faire-un choix judicieux entre ces deux hypothéses, 
nous avons réalisé les essais suivants : 


Des membranes allantoides sont inoculées, dans les mémes condi- 
tions, avec des émulsions de cerveaux de lapins neufs. Vingt-quatre 
heures aprés, isolement des corpuscules par la méme technique, puis 
dénombrement en fluorescence. Les Ne p. ¢. ¢c. obtenus ont été, dans. 
nos trois expériences : 22.000.000, 34.600.000 et 27.400.000 (par centi- 
métre cube). 


Ainsi, la technique utilisée permet d’isoler, a partir des 
membranes non contaminées de vaccine et examinées G la 
vingt-quatriéme heure, un nombre souvent aussi considérable 
de corpuscules que lorsqu’on emploie des membranes viru- 
lentes, a cette différence prés que ces corpuscules ne sont pas 
vaccinogenes et que les allantoides dou ils proviennent 
n'offrent que des altérations msignifiantes d’origine trauma- 
tique. : 

Pour préciser les relations entre ces deux ordres de forma- 
tions corpusculaires (Cn et Cv), nous nous sommes adressés- 
a l’étude morphologique et A Vultracentrijugation. 

1° Examen morphologique (fluorescence sur frottis et 
méthode de Morosow). — Les préparations d’éléments cor- 
pusculaires de vingt-quatre heures, peu importe s'il s’agit de: 
Cn ou de Cv, révélent des particules extrémement polymor- 
phes, irréguliéres, discoides, et aussi, cd et la, des éléments. 
corpusculaires absolument semblables aux corps vaccinaux 
proprement dits (tels qu’ils se révélent, en grand nombre, 
dans les suspensions préparées avec des allantoides contami- 
nées de vaccine depuis deux, trois ou quatre jours). Aw fur et 
a& mesure que la culture du virus s’enrichit, on assiste & une 
véritable inversion numérique, en ce sens que les éléments 
vaccinaux ltypiques deviennent prépondérants, alors que les 
particules alypiques disparaissent. 

2° Ultracentrifugation : 


Tecunigur. — Des corpuscules normauz (Cn) ont été isolés partir 
de membranes allantoides, inoculées avec du névraxe de lapin normal, 
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vingt-quatre heures aprés l’inoculation. Les éléments corpusculaires 
neurovaccinaux (Cv) ont été fournis par des allantoides ensemencées 
depuis trois jours. Ces deux sortes de suspensions corpusculaires ont 
été soumises a l’ultracentrifugation (petits tubes ; diamétre = 4 milli- 
métres, hauteur = 15 millimétres ; rotor de l’ultracentrifugeuse Bardet 


ei Huguenard, porte-tube Paic). Examen du liquide superficiel du point 


Farticules vaccinales 
Particules normales 


rn 2s 
Temps en minutes 


Diagramme 5. 


de vue du nombre des corpuscules par unité de volume (1 cent. cube) 
de la Dmv et du rapport Nce/Dmv. Ci-dessous les résultats obtenus: 
(lableaux II et III ; diagramme 5). 


Concuusions. — La constitution des suspensions d’éléments 
corpusculaires visibles en lumiére fluorescente différe suivant 
les diverses phases de la culture du virus vaccinal dans la 
membrane allantoide. Au début de cette culture (vingt-quatre 
heures), de trés rares corpuscules vaccinaux sont associés a 
un nombre infiniment plus considérable d’autres corpuscules. 


472. ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Tasieau I]. — Corps élémentaires neurovaccinaux. Ne : 31.700.000: 
Lésions allantoidiennes intenses et présence de nombreux corps 
de Guarnieri. Membrane de trois jours. 


TEMPS Nov Ne Ne 
de centrifugation initial apres — Dmv dans Dim 
(minutes) (p. ¢.c.) centrifugation 


Meémorna()ear awe 26 000 000 


26 000 000 | 7.600.000 
26 000.000 | 1.800.000 
26.000. 000 410.000 


(1) Non centrifugé. 


TasieAu [II]. — Corpuscules normaux. Ne : 27.400.000. 


TEMPS Ne Ne 
de centrifugation Bee oh Lon aprés — 
(minutes) eee) centrifugation 


a 


27.400.000 
27.400.000 10.000.000 
27.400 000 6.060.000 
27.400 .000 2.160.000 
27.400.000 650.000 


éminemment polymorphes et dépourvus de virulence. Ulté- 
rieurement (du deuxiéme au quatriéme jour), les premiers de 
ces corpuscules pullulent abondamment, au détriment des 
seconds. I] s’effectue, de la sorte, une véritable substitution 
en faveur des corps vaccinaux proprement dits, d’ot des chan- 
gements concomitants dans les valeurs Nc/Dmv. Quelles peu- 
vent étre les raisons de ce phénoméne ? 

Kn conformité avec les données récentes concernant la 
genése et la nature des ultravirus des viroses végétales (4) [et 
tout en faisant des réserves quant a l’opportunité d’une trans- 
position directe des conclusions qui s’en dégagent, dans le 
domaine des ultravirus des maladies animales], il y a lieu de 
penser que les corpuscules élémentaires vaccinaux pourraient 
provenir des nucléo-protéides qui entrent dans la constitution 


(4) Cf. Srantey. The Harvey Lectures, série 33, 1938 et Lrvapitr. La 
Presse Médicale, n° 102, 1938, p. 1889. 
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des particules (micelles) appartenant & la cellule normale 
réceptive qui leur sert de milieu de culture. Ce processus de 
synthése et d’organisation, déclenché par Vultravirus ense- 
mencé (énergéne-virus), évoluerait en plusieurs phases succes- 
sives, dont celle qui précéde immédiatement la maturation de 
Vunité virulente spécifique (« pro-vaccine »), est Vavant- 
derniére. 

Ainsi, ce que l’on considére comme étant une suspension 
homogéne de corpuscules élémentaires vaccinaux, n’est, en 
réalité, qu’un complexe auquel participent : 1° des corpuscules 
« normaux », source probable des unités virulentes spécifi- 
ques ; 2° d'autres corpuscules en voie de maturation (« pro- 
vaccine ») et non encore vaccinogénes, quoique vraisemblable- 
ment antigéniques, et 3° des corpuscules élémentaires ayant 
accompli leur cycle évolutif (chimique et biologique) complet 
(« vaccine »), ceux-cr éminemment virulents et parfaits anti- 
génes. Seuls ces derniers devraient dominer le rapport entre 
le nombre et la vaccinogénése (Nc/Dmv), si nous avions le 
moyen de les définir microscopiquement d’une maniére rigou- 
reusement élective, mais nous n’en sommes pas 1a. 

3° Pour ce qui a trait aux conclusions qui se dégagent de 
Vultracentrifugation, les données résumées ci-dessus (vy. 
page 470 ; cf. également diagramme 5) montrent que, dans les 
conditions o& nous nous sommes placés, la vitesse de sédi- 
mentation des corpuscules normaux, d'une part, celle des élé- 
ments corpusculaires neurovaccinaux, d’autre part, se confon- 
dent presque & partir de vingt minutes. De zéro a vingt 
minutes (cing, dix et vingt minutes), la vitesse de sédimen- 
tation des corpuscules vaccinaux est nettement inférieure a 
celle des corpuscules normauxz. Le volume des particules nor- 
males semble donc légérement supérieur a celui des éléments 
corpusculaires vaccinogénes. En outre, quelle que soit la 
teneur du liquide superficiel en éléments corpusculaires, le 
rapport Nc/Dmv n/offre que des écarts négligeables, ce qui 
prouve que l’ultracentrifugation ne modifte pas sensiblement 
le potentiel vaccinogéne des unités virulentes restées en sus- 
pension. 

Quoi qu'il en soit, une telle complexité de constitution 
explique, d’une maniére assez satisfaisante, les variations des 
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rapports Nc/Dmv en fonction des diverses souches vaccinales, 
et, pour une méme souche, des dilférents systémes tissulaires 
utilisés comme milieu de culture. Et la méme complexité 
s’accroit encore si l’on envisage, au surplus, les dissemblances 
qualitatives entre les éléments corpusculaires vaccinaux, sul- 
vant leurs affinités dermotropes ou encéphalotropes. 


* 
* OK 


Aprés la publication de notre note se rapportant aux faits 
et aux conclusions exposés ci-dessus, notre collégue A. Claude 
a attiré notre attention sur son intéressant travail concernant 
les corpuscules isolés des embryons de poulets normaux (5). 
Au cours de ses recherches sur la concentration et la purifi- 
cation de l’agent étiologique du sarcome des poules I, l’auteur 
eut Vidée d’étudier la constitution chimique, le spectre 
d’absorption en ultraviolet et aspect morphologique (examen 
sur fond noir) de certains corpuscules élémentaires provenant 
d’embryon de poulet, et de les comparer aux corpuscules simi- 
laires préparés avec la tumeur de la poule. L’analyse élémen- 
taire permet de déceler 8,5 p. 100 azote et 1,8 p. 100 phos- 
phore. Environ 47 p. 100 du matériel desséché est représenté 
par des lipoides (lécithine) ; quant 4 la partie insoluble dans 
les solvants de ces lipoides, elle donne la réaction caractéris- 
tique des protéines et d’un acide nucléique type ribose. Le 
spectre d’adsorption est vers 2.600 A. Or, tant du point 
de vue chimique, que du point de vue physique et morpholo- 
gique, ces corpuscules « normaux » se rattachent intimement 
aux éléments corpusculaires du sarcome I, étudiés par 
Claude (6) et aussi par Ledingham (7) et Amies (8), en sorte 
que l’auteur se trouve autorisé 4 supposer que les corpuscules 
« normaux » seraient des « précurseurs » du principe actif 
représentant le virus spéecifique du néoplasme des gallinacés. 

On saisit aisément I’étroite analogie entre cette conception 


(5) Crauvr. Proceed. of the Soc. for Exp. Biolog. Med., 39, 1938, 
p. 898 ; Cf. également Amirs. Journ. Path. and Bact., 47, 1938, p. 205. 

(6) CraupE. Science, 87, 1988, p. 467. 

(7) Lepinenam et Gyr. The Lancet, 4, 1935, p. 376. 

(8) Amis. Journ. Path. and Bact., 44, 1937, p. 141. 
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> Xx r . 
et Vhypothése que nous avons formulé au sujet de nos obser- 
vations concernant la genése des corpuscules élémentaires 
vaccinaux. 


* 
ok Ok 


Il nous a semblé intéressant de rechercher si, entre les cor- 
puscules élémentaires « normauxz » (CN) et les éléments cor- 
pusculaires vaccinaux spécifiques (CV), i existe des parentés 
antigéniques. En d’autres termes, le sérum des lapins « immu- 
nisés » avec des CN : 1° agglutine-t-il les corpuscules élémen- 
taires homologues (CN), ou vaccinogénes (CV) et 2° exerce-t-il 
une action virulicide in vitro a ’égard de ces derniers éléments 
corpusculaires ? Voici ce que nous enseigne l’expérience : 


EXPERIENCE. — 4 lapins (279, 280, 281 et 389 K) recoivent, par voie 
intraveineuse, 3 injections d’une suspension de CN a 31.400.000 élé- 
ments par centimétre cube. 

Agglutination : L’agglutination est appréciée suivant une technique 
dont nous donnerons les détails ci-aprés (v. p. 489). Elle est effectuée 
en présence d’une suspension de CN a 13.000.000 éléments par centi- 


métre cube. 

Résultat : Ni le sérum de lapin normal, ni le sérum des lapins 
« immunisés » 280, 281 et 389 K, et encore moins le sérum du lJapin 
228 K, réfractaire 4 la vaccine (sérum spécifique éminemment agglu- 
tinant et neutralisant), ne provoquent l’agglutination des CN. Par 
ailleurs, le sérum du Japin 279 K ne neutralise pas 1l’activité vaccino- 
géne d’une suspension de corpuscules neurovaccinaux dont le Ne p. c-.c. 


est de 168.000.000. 


Il en résulte qu’aucune parenté antigénique ne parait relier 
les corpuscules normauxz (CN) aux éléments corpusculatres 


vaccinaux spécifiques (CV). 


iI. — Comportement des corpuscules élémentaires vaccinaux 
a l’égard du rayonnement ultraviolet en milieu fluorescent. 
La nature probable de ces corpuscules. 


Nous avons pensé que le comportement des corpuscules 
élémentaires vaccinaux a l|’égard du rayonnement ultraviolet, 
en présence de fluorochromes, donc en milieu fluorescent, 
pourrait fournir des indications utiles en ce qui concerne la 
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nature de V’ultravirus vaccinal. Ce comportement fut donc 
étudié par comparaison avec celui des Trypanosomes, des bac- 
téries (Coli communis et Spirillum serpens), de la trypsine ou 
du suc pancréatique, et, pour finir, du Bactériophage. 


4° TRYPANOSOMES, BACTERIES ET TRYPSINE (9). 


TrecuniguE. — La source de rayonnement ultraviolet est celle utilisée 
dans l’appareil A fluorescence de Zeiss (10) [filtre de Wood, longueur 


donde A = 3.660 A ; suppression du condensateur]. Les mélanges con- 
tenant l’objet 4 irradier et une solution de thioflavine, sont introduits 
(a la dose de 0 c. c. 6 & 1 cent. cube) dans une cuvette constituée par 
un cylindre (diamétre : 15 millimétres, hauteur : 10 millimétres), 
collé avec du baume de Canada sur une lamelle en quartz. L’irradia- 
tion est effectuéé de bas en haut. La cellule en quartz pour la numé- 
ration des corpuscules fut également utilisée. 

1° Trypanosomes du Nagana. — 0 c. c. 5 solution de thioflavine 
2/1.000 (liquide tampon pH 7,2), diluée au.1/10 (1/5.000) avec de l’eau 
salée isotonique ; I goutte de sérum de lapin ; I goutte de sang de 
souris riche en Trypanosomes. 


TaBLeEAu LY. 


TEMPS D'IRRADIATION RESULTATS. TRYPANOSOMES VIRULENCE 


seconde Trés mobiles. 
secondes Trés mobiles. 
Mobiles et immobiles. 
minute 30 secondes. . . .|Partiellement détruits. 
minutes 30 secondes . . .|Rares, faiblement mobiles. 
minutes 30 secondes . . .|Destruction apparemment totale.| Positive. 
4 minutes 30 secondes . . .|/Destruction totale. Négative. 
6 minutes Destruction totale. 
Trés mobiles. Positive. 


Conciusions. — En milieu fluorescent (thioflavine), les Try- 
panosomes sont détruits aprés trois minutes trente secondes 
a quatre minutes trente secondes d irradiation ultraviolette. 
Cette destruction peut étre suivie au microscope a fluores- 
cence : apparition de bulles, de vacuoles, transformation en 
éléments arrondis et transparents. Par contre, en l’absence 
de fluorochrome, les mémes Trypanosomes conservent leur 


(9) Levaprr1, Le-Van-Sen et Retr. C. R. Soc. de Biol., 134, 1939 
p. 480. . 


(10) Cf. notre premier Mémoire, Ces Annales, 64, 1940, p. 359. 
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apparence normale et leur mobilité, méme aprés quarante- 
cing minutes d’irradiation ultraviolette ; la trypanolyse n’est 
évidente qu’aprés quatre-vingt-dix minutes d’exposition au 
rayonnement ultraviolet utilisé. Il en résulte que l’action try- 
panolytique des rayons ultraviolets (, = 3.660 A) est forte- 
ment augmentée par la fluorescence. 

2° Coli communis. —— Culture de vingt-quatre heures, diluée 
au 1/10. Aucune bactéricidie aprés trente minutes d’irradia- 
tion en présence de thioflavine 4 1/3.000. 

3° Spirillum serpens (cellule en quartz, thioflavine &4/5.000). 
— Aprés quinze minutes d’irradiation en milieu fluorescent, 
mobilité trés diminuée, mais culture encore positive. 


4° Trypsine 4 2 p. 100, additionnée de thioflavine 4 2 p. 1.000 (au 1/10). 
Titrage par digestion de la caséine (2 p. 100). Une heure a 37° (dosage 
de l’action protéolytique : précipitation par l’alcool acétique). Aucune 
action destructive apres trente minutes, soixante minutes et cent vingt 
minutes d’irradiation en milieu fluorescent. Méme résultat avec le suc 
pancréatique de chien (11) réactivé par du chlorure de Ca a 0,1 p. 1.000 
(4 c. c. 5 suc pancréatique a 50 p. 100, 4 c. c. 5 solution tampon a 
pH 8, 1 cent. cube thioflavine 4 2 p. 1.000). Titrage du pouvoir digestif 
sur des petits cubes de blanc d’ceuf coagulé. Nuile influence destructive 
aprés trente minutes, soizante minutes et cent vingt minutes d’irra- 
diation en milieu fluorescent. 


CONCLUSIONS GENERALES. — Sous l’influence du rayonnement 
ultraviolet (, = 3.660 A) en milieu fluorescent (fluorochrome 
= thioflavine), les trypanosomes, microorganismes hautement 
organisés, se détruisent en trois minutes trente secondes a 
quatre minutes trente secondes, alors que le Spirillum serpens 
et le Coli communis se révélent infiniment plus résistants. Il en 
est de méme de la trypsine et du suc pancréatique, qui conser- 
vent leur activité protéolytique méme apres cent vingt minutes 
d irradiation fluorescente. Nous décrivons ci-aprés, ef par com- 
paraison, le comportement des bactériophages et des corpus- 
cules élémentaires vaccinaux. 


(11) Nous remercions M. Gley d’avoir bien voulu nous procurer le 
suc pancréatique. 


aw 
bo 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 64, n° 6, 1940. 
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2° BacTERIOPHAGES (12). 


Continuant nos recherches concernant le comportement des 
corpuscules élémentaires vaccinaux a |’égard du rayonnement 
ultraviolet et en milieu fluorescent (fluorochrome = thiofla- 
vine), nous avons étudié ce comportement en comparaison avec 
celui des bactériophages. Méme technique que celle décrite 
précédemment (13). 


Bactériophages. — Tailles des phages utilisés ; titre de leur activité > 

C 16 anti-Y 6R = 35 & 55 my. Activité = 10 —?. 

@ XII anti-typhique = 80 4 120 my, Activité = 10—*. 

Megatherium 889 = 12 a 20 my, Activité.= 10 — 7. 

1° Phage C16 anti-Y 6R. — Thioflavine & 1/5.000 ; irradiation de 
cing minutes a cent vingt minutes. Ralentissement de la marche de 
la lyse en bouillon, mais pas de diminution du titre lytique sur gélose. 

2° Phage ¢ XII anti-typhique « R » D (14). — Thioflavine a 1/5.000, 
irradiation de quinze minutes 4 cent vingt minutes. 

Pas de diminution aprés quinze minutes, perte de 1 puissance aprés- 
trente minutes, de 2 puissances aprés soixante minutes, de 2 puis- 
sances aprés cent vingt minutes. 

3° Phage ¢ XII anti-typhique « R » D. — Thioflavine a 1/5.000. 
Lampe 4 mercure, irradiation de quinze & cent quatre-vingts minutes. 

Perte de 1 puissance aprés trente minutes, de 2 puissances aprés 
soixante minutes, de 3 puissances aprés cent vingt minutes, de 4 puis- 
sances aprés cent quatre-vingts minutes. 

4° Phage © XII anti-typhique «R»D.— Thioflavine 4 1/5.000. Lampe 
& mercure, irradiation entre cent quatre-vingts et trois cent soixante 
minutes. 

Perte de 8 puissances aprés cent quatre-vingts minutes, de 5 puis- 
sances aprés deux cent quarante minutes, de 5 puissances aprés trois 
cent soixante minutes. 

5° Phage Megatherium 889, antimutilat 338 b. Thioflavine 4 1/5.000. 
Lampe 4 mercure, irradiation trente, soixante, cent vingt, cent quatre- 
vingets, trois cents et trois cent soixante minutes, 


ASTON TERENCE AMOMIEN UNE GG Ao & 6 ¢6n8a Sosa 4 a 4-5 10 —7 
Temata vec Who llayetven se, cee Mice nc cme en eee aes eee 140 —5 
Trradié. 

SOMMNMUULCS ae tas ney ieeens MSC Ads rdaGE in Sk Bog bp 6 £0 So 
CAD TeV By bo bh oo A= © 300 malnnios + Sk eee tO 4 
HE Marechhmuniersh Glen S Maly Go ee 2 OOP ORM = GG Goa 6 SG 6 Bi) aa 


(12) Levapiri et Lominsxr. C. R. Soc. de Biol., 1841, 1939, p. 482. 
(13) En outre, dans quelques expériences, nous nous sommes servis 


de la lampe 4 mercure et d’un filtre de Wood (} = 3.660 A ; rayonne- 
ment de haut en bas ; mémes cuvettes). 

(14) Provenant de M. Sertic, que nous prions d’agréer nos remercie- 
ments. 
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RemMARQUES. — La thioflavine seule précipite avec les liquides phagi- 
ques, le trouble augmentant au cours de l’irradiation ; elle ne sup- 
prime, en moyenne, qu’une puissance de l’activité bactériophagique. 


CONCLUSION. — Lirradiation par le rayonnement ultraviolet 


(QA = 3.660 A) en milieu fluorescent (fluorochrome = thiojla- 
vine) agit lentement sur l’activité lytique des bactériophages 
étudiés, et ne l’atténue fortement qu’aprés trois cent soixante 
minutes d’ exposition. 


3° CORPUSCULES BKLEMENTAIRES VACCINAUX (15). 


_Aprés avoir étudié le comportement des trypanosomes, de 
certaines bactéries, des enzymes (trypsine et suc pancréatique 
réactivé) et des bactériophages 4 l’égard du rayonnement ultra- 
violet (A = 3.660 A) en milieu fluorescent (fluorochrome = thio- 
flavine), nous sommes & méme de rapprocher ce comporte- 
ment de celui des corpuscules élémentaires de la vaccine, en 
nous placant dans des conditions identiques. 


ExprEriencE I. — Corpuscules neurovaccinaux préparés a partir de 
membranes allantoides inoculées depuis deux jours. Ne p. ¢. ¢. 
= 65.000.000. Aprés dilution et adjonction de thioflavine [1/5.000] (16), 
Ne p. c. ¢. = 650.000. Titrage par inoculation intradermique au lapin. 

Aprés dix minutes d’irradiation : conservation de la virulence. 

Aprés trente minutes d’irradiation : destruction compléte du pou- 
voir vaccinogéne. 

Témoin (non irradié) : vaccinogénése normale (pustules intenses). 


Expérience II]. — Corpuscules neurovaccinaux préparés 4 partir de 
membranes allantoides inoculées depuis trois jours. Nc p. €¢. e. 
= 22.300.000. Irradiation en présence ou en absence de thioflavine. 
Dans le premier cas, destruction totale du pouvoir pathogéne aprés 
quinze minutes, dans le second, persistance de la vaccinogénése aprés 
quinze minutes et simplement atténuation aprés trente minutes et 
soixante minutes d’exposition. 


Ces expériences montrent que Virradiation par le rayonne- 
ment ultraviolet en milieu fluorescent détruit les propriétés 


(15) Levaprt1, Lominsx1, Remmi et Le-Van-Sen, C. R. Soc. de Biol., 
434, 1939, p. 483. 

(16) Nous nous sommes assurés, au préalable, qu’’ cette concentra- 
tion, la thioflavine seule ne modifie pas sensiblement fe pouvoir vacci- 
nogéne des éléments corpusculaires. 
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od 


vaccinogenes des corpuscules élémentaires neurovaccmaux en 
quinze minutes & trente minutes, alors que Veffet virulicide du 
rayonnement ultraviolet seul est moindre. 


Expérience III (emploi de la lampe 4 mercure). — Corpuscules neuro- 
yaccinaux préparés 4 partir de membranes allantoides inoculées depuis 
trois jours. Ne p. ¢. c. = 102.000.000. 

Aprés quinze minutes d’irradiation : conservation partielle de la 
virulence. Périmétre le cinquiéme jour : 3 cent. 8. 

Apres trente minutes d’irradiation : forte atténuation de la virulence. 
Périmétre le cinquiéme jour : 2 cent. 0. 

Apres soixante minutes d’irradiation : destruction totale du pouvoir 
vaccinogene. 

Témoin (non irradié) : virulence normale. Périmétre le cinquiéme 


jour : 5 cent. 0. 
Résultats comparables aux précédents. 


Conctusion. — L’ensemble de ces données montre que, du 
point de vue de la sensibilité a lV’égard du rayonnement ulira- 
violet en milieu fluorescent, les corpuscules élémentaires de la 
vaccine se rapprochent le plus des Trypanosomes, tout en 
s éloignant considérablement des bactériophages et surtout des 


bacléries et des enzymes. 


* 
* O* 


Afin de mieux serrer le probléme, nous avons irradié dans 
ia méme cuvette et dans des conditions identiques, des corpus- 
cules élémentaires vaccinaux et des bactériophages, d’une 
part, des éléments corpusculaires vaccinogénes et de la tryp- 
sine, d’autre part. Des titrages aussi précis que possible ont 
été elfectués. 


I. Phage. — Expiinience IV. — Corpuscules dermovaccinaux et bacté- 
riophage (appareil A fluorescence). Corpuscules élémentaires cultivés sur 
membrane allantoide (souche N ; culture de trois jours). Ne DewGnc, 
= 136.000.000. Suspension diluée au 1/10 avec du bouillon. A 8 cent. 
cubes on ajoute 1 cent. cube de phage ¢ XII, anti-typhique « R » D 
(titre : 10 —§8), et 1 cent. cube thioflavine 4 2 p. 1.000. 

Titrage de la vaccinogénése : destruction totale du pouvoir vaccino- 
gene apres trente minutes dirradiation. Témoin : virulence normale. 
Périmétre le cinquiéme jour : 5 cent. 2. 

Titrage du pouvoir lytique: perte de 2 puissances aprés cent vingt 
minutes d’irradiation. : 


Iixpérrencrk V (lampe da mercure). — Méme dispositif (iourovacenh. 
Ne p. ¢. ¢. = 168.000.000). Méme phage. 
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Titrage de la vaccinogénése : destruction partielle du pouvoir vaccino- 
gene aprés trente minutes, destruction totale aprés soixante minutes 
d’exposition. 

Titrage du pouvoir lytique : perte de 3 puissances aprés cent quatre- 
vingts minutes d’irradiation. : 


ExpérieNcE VI (appareil 4 fluorescence). — Corpuscules neurovacci- 
naux et bactériophage C16 anti-Y 6 R (titre = 10 —°). 

Titrage de la vaccinogénése : destruction totale du pouvoir vaccino- 
gene aprés trente minutes d’irradiation. 

Titrage du pouvoir lytique : ralentissement de la lyse en bouillon et 
diminution du titre lytique d’une puissance aprés cent vingt minutes 
irradiation en milieu fluorescent. 


CGoncLusion. — Ainsi, toutes choses égales, les corpuscules 
élémentaires vaccinaux sont infiniment plus sensibles a V égard 
du rayonnement ultraviolet en milieu fluorescent que les bac- 
tériophages ¢ XII et C 16 anti-Y 6 R. 

II. Trypsine. — A 5 cent. cubes de suspension de corpuscules vacci- 
naux, on ajoute 4 cent. cubes de trypsine a 4 p. 1.000 et 1 cent. cube 
de thioflavine 4 2 p. 1.000. Irradiation de 1 cent. cube de ce mélange. 


Titrage de la vaccinogénése : destruction totale du pouvoir vacci- 


nogéne aprés trente minutes d’exposition. 
Titrage du pouvoir protéolytique : aucun changement aprés cent 


vingt minutes d’exposition. 


ConcLusion. — Dans des conditions expérimentales identi- 
ques, la vulnérabilité des corpuscules neurovaccinaux a Ll égard 
du rayonnement ultraviolet en milieu fluorescent est de beau- 
coup plus accusée que celle d’une enzyme, telle la trypsine. 


* 
* * 


Un nouveau probléme se pose : y a-t-il rapport direct enire 
la perte du pouvoir vaccinogéne des corpuscules élémentaires 
vaccinaux, soumis & l’action du rayonnement ultraviolet en 
milieu fluorescent, et la destruction réelle de ces corpuscules, 
évaluée par le dénombrement effectué avant et aprés Virradia- 
tion ? Voici ce que l’expérience nous enseigne a ce sujet. 


Expériences VII, VIII et IX. — a) Corpuscules élémentaires neuro- 
vaccinaux isolés de la peau (lapin). Ne p. c. c. = 54.600.000. Irradiation 
pendant trente minutes. Ne p. c.c. = 47.200.000. Perte = 7.400.000, 
soit 13,5 p. 100. Epreuve de la virulence = stérilisation totale. 

b) Corpuscules élémentaires dermovaccinaux. Ne p. c. ¢. = 43.800.000. 
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Irradiation pendant quarante minutes. Ne p. ¢. ¢. = 50.300.000, donc 
augmentation du Ne (14,8 p. 100) au lieu de diminution (17). 

Epreuve de la virulence = stérilisation totale. 

c) Corpuscules élémentaires neurovaccinaux. Ne p. ¢. ¢. = 60.000.000. 
Irradiation pendant quatre-vingt-diz minutes. Ne p. ¢. ¢. = 33.000.000. 
Perte = 27.000.000, soit 45 p. 100. Epreuve de la virulence = stérilisa- 
tion totale. 


ConcLusion. — Il en résulte que, pour des temps d irradia- 
tion allant de trente minutes & quatre-vingt-dix minutes, u 
n'y a pas de rapport direct entre la destruction réelle des cor- 
puscules élémentaires et la perte du pouvoir vaccinogéne. 
Cette destruction peut étre nulle, trés faible, ou ne pas 
dépasser 45 p. 100, alors que les propriétés pathogénes s’effa- 
cent intégralement. 


CoNCLUSIONS GENERALES. — Le comportement des corpuscules 
élémentaires vaccinaux & V’égard du rayonnement ultraviolet 
(A = 3.660 A) en milieu fluorescent [fluorochrome = thiojla- 
vine (18)] dénote une grande fragilité de ces corpuscules, con- 
sidérés sous l’angle de leur potentiel vaccinogéne. De ce point 
de vue, les unités pathogénes de l’ultravirus vaccinal se rap- 
prochent plus des microorganismes hautement dijférenciés, 
tels les trypanosomes, et s'éloiqnent, au contraire, des bacté- 
- rlophages et surtout des bactéries et des enzymes. Tout porte 
a penser que ces corpuscules élémentaires sont organisés, sans 
que nous puissions nous prononcer encore sur le degré de leur 


organisation, ni sur les propriétés diles vitales qui s’y ratta- 
chent. 


(17) De telles différences en plus ou en moins, ne dépassant pas 
7.000.000, sont dans les possibilités des erreurs d’évaluations numéri- 
ques, lorsqu’il s’agit de nombres atteignant 50.000.000 par centimétre 
cube. 

(18) Grontint et Remré (C. R. Soc. de Biol., 434, 1989, p. 633) ont 
étudié les rapports entre le spectre d’adsorption en lumiére fluorescente 
de divers fluorochromes étudiés par nous (thioflavine S, primuline, 
éosine G, uramine A, rhodamine B, auramine O et trypaflavine) et 
l’action virulicide de ces fluorochromes, en association avec le rayon- 
nement ultraviolet. Ils concluent que « J’inactivation » semble 
dépendre : 1° du spectre de fluorescence du fluorochrome ; 2° de J’affi- 
nité d’adsorption du colorant sur les corpuscules, laquelle peut étre 


appréciée par la visibilité de ces corpuscules au microscope de lumi- 
nescence. 


de 
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Ill. — La fonction antigénique des corpuscules élémentaires 
vaccinaux persiste-t-elle aprés la disparition du potentiel 
vaccinogéne sous l’influence du rayonnement ultraviolet en 
‘milieu fluorescent ? 


L’étude de ce probléme nous a paru particulitrement inté- 
ressante. Y a-t-il imterdépendance des deux propriétés fonda- 
mentales des corpuscules élémentaires vaccinaux, la vaccino- 
génese et le pouvoir antigénique, lorsque de tels corpuscules 
sont soumis a l’action du rayonnement ultraviolet en milieu 
fluorescent, ou bien une de ces propriétés, en particulier 
Vantigénique, peut-elle persister, alors que l'autre, la virulence 
spécifique, est annihilée > Nous avions déja montré que cette 
seconde hypothése s’est trouvée confirmée par nos expériences 
concernant le virus de la maladie de Nicolas et Favre {Levaditi 
et collaborateurs (19)], et que certains faits, découverts dans 
le domaine des virus des plantes (mosaique du tabac), sont 
loin d’étre en contradiction avec elle (20). Or, voici ce que 
nous enseignent, 4 ce sujet, nos essais actuels : 


Exprriencres. — Des corpuscules élémentaires neurovaccinaux sont 
préparés A partir de membranes allantoides (5° passage). Ne p. ©. ¢. 
= 71.000.000. Une partie (6 cent. cubes) de la suspension corpuscu- 
laire (a) est irradiée pendant une heure (brileur 4 mercure, écran de 
Wood), l’autre partie (b) est soumise a4 l’irradiation pendant deux 
theures. 


Epreuve de l’activité vaccinogéne. 
PERIMETRE LE 5° JOUR 


en centimétres 


TEMPS D’IRRADIATION 


41 heure. 0 (résultat nul). 
2 heures. 0 (résultat nul). 
Témoin, / heure. 8,0 
Témoin, 2 heures. 7,6 


Donc, destruction compléte du pouvoir vaccinogéne aprés une et 


deux heures d’irradiation. : 
Les lapins 592, 593, 594 et 595 K recoivent 3 inoculations intravei- 


(19) C. Levaprr1, J. Levaprtr et L. Remit. C. R. Soc. de Biol., 148, 
1935, p. 121. 

(20) Bawpren et Pram. The Brit. Journ. of Exp. Pathol., 18, 1937, 
p. 275 ; Ibid., 19, 1938, p. 66. 
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neuses successives de corpuscules irradiés pendant svixante minutes ; 
méme traitement des lapins 596, 597, 598 et 599 K, mais avec des éléments 
corpusculaires irradiés pendant cent vingt minutes. Les animaux sont 
saignés partiellement le trentiéme jour et éprouvés, quant a leur état 
réfractaire, le trente et uniéme jour (inoculation intradermique de 
neurovaccin). Les 4 lapins de la derniére série (irradiation pendant 
cent vingt minutes) ont révélé une réceptivité normale, alors que parmi 
les 4 sujets de la premiére série (irradiation pendant soixante minutes), 
2 étaient vaccinés et 1 a fait une réaction allergique. 


Il en résulte que, du point de vue de l'état réfractaire acquis, 
irradiation par le rayonnement ultraviolet en milieu fluores- 
cent pendant soixante minutes, ne supprime pas intégralement 
les propriétés antigéniques des éléments corpusculaires vacet- 
naux, cette destruction n étant totale que sila méme irradiation 
dure cent vingt minutes. 


PROPRIETES DES SERUMS. — a) Agglutination des corpuscules élémen- 
taires. L’essai d’agglutination, fait & deux reprises différentes, suivant 
Ja technique indiquée ci-aprés (v. page 488) avec les sérums 592 et 
593 K (irradiation soixante minutes) et les sérums 596 et 597 K (irra- 
diation cent vingt minutes), montre qu’aucun de ces sérums n’était 
agglutinant. 

b) Neutralisation. A 0c. c. 5 de sérum, on ajoute des quantités pro- 
gressivement décroissantes de corpuscules élémentaires. Séjour pen- 
dant deux heures 4 37° et jusqu’au lendemain Aa la glaciére. Titrage 
par inoculation intradermique effectuée aux lapins. Résultats ; 


TABLEAU V. 
SERUM Ne NEUTRALISE COMPLETEMENT 

Normal. is 105 

Immunsérum 246K. > 10.500.000 

Immunsérum 392K. , > 10 500.000 
Irradiation, soixante minutes : 

592K, 105.000 

593K, 1.050 

594K. 1.050 

595K, 105.000 
Irradiation, cent vingt minutes : 

596K. 105 

597K, 1.050 

598K. 10.500 

599K, 105.000 


Cette expérience montre que, du point de vue de l’effet viru- 
licide in vitro (sérum), V’irradiation par le rayonnement ultra- 
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violet en milieu fluorescent, tout en supprimant totalement la 
vaccinogénese, n’annihile pas complétement le potentiel anti- 
génique des éléments corpusculaires vaccinaux. Une certaine 
analogie dans le comportement rapproche donc, de ce point 
de vue, le virus vaccinal de l’ultravirus de la lymphogranulo- 
matose inguinale et du virus de la mosaique du tabac. 


IV. — Nombre des corpuscules élémentaires vaccinaux en 
relation avec les propriétés virulicides et agglutinantes 
des sérums. 


_ La technique dont nous avons précisé antérieurement les 
détails (21) permet d’évaluer, avec une certaine approximation 
(Verreur de calcul ne dépassant pas 8,9 p. 100) le nombre des 
corpuscules élémentaires vaccinaux par centimétre cube (Ne p. 
ec. c.) et par dose minima vaccinogéne, dose déterminée par 
inoculation intradermique ou intracérébrale effectuée au lapin 
(Ne d. Dmv). Or, nous avons pensé que la méme technique 
pourrait étre utilisée pour le titrage des sérums virulicides anti- 
vaccinaux. 

Rappelons, a ce sujet, que dans un travail récent, Parker (22), 
utilisant une méthode différente de la nétre (celle précisément 
qui lui avait servi pour évaluer le rapport entre le nombre des 
corpuscules élémentaires vaccinaux et la dose minima vacci- 
nogéne), a étudié certains des problémes faisant l’objet du 
présent Chapitre. L’auteur conclut que, si & une quantité 
constante de sérum spécifique, on ajoute des quantités décrois- 
santes de virus, on constate une neutralisation réguliére, pou- 
vant étre exprimée par une courbe utilisable pour le titrage 
des sérums virulicides, par comparaison au sérum normal. 
De plus, la quantité absolue de virus inactivé décroit si le 
sérum est dilué. Parker suppose que l’interaction « anticorps- 
virus vaccinal » entrerait dans le cadre des phénoménes 
d’adsorption. 

Les probl&mes que nous nous sommes posés sont les sui- 
vants : 1° quel est le nombre maximum calculé de corpuscules 


(21) Levapitr et collaborateurs. Ces Annales, 64, 1940, p. 359. 
(22) Parker. Journ. of Immunology, 36, 1939, p. 147. 
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TasLeau VI. 


NOMBRE 
des INTENSITE 
doses minima 
NUMERO DU SERUM vaccinogénes de 
(Ne : 6) 
neutralisées Yagglutination 
complétement | partiellement complétement 


NOMBRE DE CORPUSCULES 
neutralisés 


ee 


0 0 0 
549 400 | 444444 
32.950. 000 910 
32.950 000 549 
3.295.000 54.910 
100 
100 


élémentaires qu'un méme volume de sérum (0 c. c. 5) est 
capable de rendre inopérants, du point de vue vaccinogénése 
cutanée ; 2° quelle est la quantité minima de sérum nécessaire 
pour « neutraliser » un nombre donné des mémes corpuscules 
élémentaires vaccinaux ; 3° dans quelle mesure ces données 
numériques varient-elles d’un sérum G l’autre ; et 4° quel rap- 
port y a-t-il entre le pouvoir dit « virulicide » des divers sérums 
antivaccinaux et les propriétés agglutinantes des mémes 


sérums ? 
TaBLeAu VII. 


QUANTITE DE SERUM 
nécessaire A la neutralisation 
(centimétre cube) 


NOMBRE 


NUMERO DU SERUM de corpuscules 


Ne p. 0 c-c, 5 
compléte partielle 


0,5 : neutral. 0. 
0,5 pur. 
0,5 pur. 
0,5 pur. 

0,5 : neutral. 0. 
0,5 pur. 

0,5 & 40 —1, 


Trcunrqur. — Les corpuscules élémentaires ont été préparés en partant 
de neurovaccin cultivé sur membrane allantoide (suspension en liquide 
tampon a pH 7,2). Les sérums provenaient : a) de lapins inoculés par 
voie intracutanée et intraveineuse avec des corpuscules élémentaires 
‘dermoyvaccinaux ; b) de lapins inoculés par voie intradermique avec des 
corpuscules dermovaccinaux ; c) de lapins inoculés par voie intravei- 
meuse avec des émulsions cérébrales virulentes (neurovaccin). 
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Résuttats. — I. A 0c. c. 8 de sérum on ajoute des quan- 
tités décroissantes de suspension corpusculaire. Séjour pen- 
dant deux heures & 37°, et jusqu’au lendemain A la glaciére. 
Inoculation de 0 c. c. 5 par voie intradermique (lapins) [cf. 


tableau VI]. 


Fic. 4. — Corpuscules élémentaires neurovaccinaux. 
Action du sérum normal. Morosow. 


ConcLusion. — Le nombre total des corpuscules élémen- 
tatres « neutralisés » par 0c. c. 8 de sérum varie d’un échan- 
tiallon de sérum a@ Vautre. Dans nos expériences, i a oscillé 
entre 32.930 et 32.950.000. La méthode permet done de titrer, 
avec une certaine approximation, le potentiel virulicide des 
sérums antivaccinaux. 

If. A 0c. c. 5 de suspension corpusculaire, on ajoute des 
-quantités décroissantes de sérum neutralisant. Méme technique 
(cf. tableau VII). 
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Conciusion. — La quantité minima de sérum nécessaire 
la « neutralisation » d’un nombre donné de corpuscules élé- 
mentaires (12.000.000) varie d’un échantillon de sérum a 
Vautre. En général, il y a parallélisme entre les résullats 
fournis par les essais de la série I et Il. 

III. L’agglutinabilité spécifique des corpuscules élémen- 


Fic. 2 — Corpuscules élémentaires neurovaccinaux. 
Agglutination par le sérum spécifique pur. Morosow. 


taires vaccinaux a été mise en lumiére par Ledingham (23), 
Craigie (24), Craigie et Wishart (25), Parker et Rivers (26), 
entre autres. Nous confirmons le fait, parfaitement visible, 


(23) Lepincuam. Journ, of Pathol. a. Bact., 36, 1933, p. 425. 

(24) Craicin. Brit. Journ. of Exp. Pathol., 13, 1932, p. 259. 

(25) Craigie et Wisnart. Brit. Journ. of Exp. Pathol., 45, 1934, p. 390 
(26) Parker et Rivers. Journ. of Exper. Med., 63, 1936, p. 69. 
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dailleurs, ainsi que l’on peut s’en assurer en examinant les 
figures 1 et 2. Or, l’expérience (41 cent. cube suspension cor- 
pusculaire additionné de 0c. c. 4 sérum pur, ou dilué a 10k s) 
révéle absence de relation directe entre l’intensité du pouvoir 
« neutralisant » d’un sérum donné et ses propriétés aggluti- 
nantes (cf. tableau VI). Des sérums jortement agglutinants 


lic. 3. — Corpuscules élémentaires nevrovaccinaux. 
Agelutination par le sérum spécifique pur. Morosow. 


peuvent, en effet, se révéler faiblement neutralisants et imver- 
sement. L’image microscopique (coloration par la méthode de 
Morosow) semble indiquer que les gros amas corpusculaires 
sont constitués par un floculat amorphe, auquel sont intime- 
ment attachés des corpuscules vaccinaux en plus ou moins 
grand nombre (cf. figures 1, 2 et 3). 
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Conciustons GéNERALES. — La méthode de numération 
des corpuscules élémentaires vaccinaux permet | évaluation 
numérique du pouvoir « neutralisant » ou « virulicide » des 
divers échantillons de sérums antivaccinauax. Il ne semble pas 
y avoir de parallélisme entre ce pouvoir et le potentiel agglu- 
tinant d’un méme sérum. 


V. — Nombre des corpuscules élémentaires vaccinaux 
et action virulicide in vitro. 


On sait que certains principes chimiques, ou sécrétions orga- 
niques, telles que l’urée, le formol ou la bile, exercent, & l’égard 
des ultravirus en général, de l’ultragerme vaccinal en parti- 
culier, une action virulicide in vitro. Nous nous sommes. 
demandé si cette destruction partielle, ou totale du potentiel 
vaccinogéne, s accompagne d’une véritable lyse des corpuscules 
élémentatres, ou bien s’il s’agit, tout simplement, d’un efface- 
ment du pouvoir pathogéne sans atteinte réelle de ces corpus- 
cules. Nous résumons, dans le présent Chapitre, l'ensemble 
de nos constatations et les conclusions qui s’en dégagent. 


4° BLEU DE METHYLENE. 


S’il est vrai, comme on l’a prétendu (27), que les corpus- 
cules élémentaires vaccinaux « respirent » (consommation 
d’oxygéne et dégagement d’acide carbonique), ce dont on 
n'est nullement convaincu, peut-on mettre en évidence le 
pouvoir réducteur de ces corpuscules grace a l’utilisation du 
bleu de méthyléne, dans des conditions ot des_ bactéries 
vivantes réalisent efficacement une semblable réduction ? 
Voici ce que répond l’expérience a ce sujet : 


Expiérience. — Corpuscules élémentaires neurovaceinaux (membrane 
allantoide). Ne p. c. c. = 22.800.000. A 1 cent. cube de bleu de méthy- 
léne a Lt p. 10.000, on ajoute 0 c. c. 2 de suspension corpusculaire 
‘Ne = 4.460.000). Le mélange est maintenu, couvert d’une couche de 
vaseline, & la température de 37°. Un autre mélange, dépourvu de 
corpuscules, sert de témoin. 


(27) Bruin et Growazxy. Klin. Woch., 14, 1935, p. 1149. — Parker 
el Smyrue. Journ, exp. Med., 65, 1937, p. 109. 
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Résultat : Aucune réduction du bleu de méthyléne entre 
zéro et vingt-quatre heures. 


2° Bine (28). 


Nous nous sommes servis d’une suspension de corpuscules. 
neurovaccinaux cultivés sur membrane allantoide (Nc p. c. c. 
= 440.000.000). Nc/Dmv = 22 éléments. Nous avons utilisé, 
par ailleurs, de la bile fraiche de lapin. L’expérience a été 
disposée de la maniére que voici (cf. tableau VIII) : 


TasLeau VIII. 


SUSPENSION BILE LIQUIDE TAMPON 
corpusculaire | (centimétre cube) pi 52 


MELANGES (1) 


INO Vi CxO: 


0,2 (pure). 7.400:. 000 
0,2 (dil. 10 —2).| 16.000 000 
0c. 2 60. 600. 000 


(1) Contact pendant deux heures, 4 37°. 

Etant donné la fluorescence propre de la bile concentrée, génant Ja numération, 
l’évaluation numérique a été effectuée a l’ultramicroscope. Les chiflres sont exacts, puisque 
une seconde numération du mélange c, faite en lumiére fluorescente, a révélé Ne. 
p. ¢.c. : 58.600.000. 


Le titrage de la virulence des mélanges a, b et ¢ a fourni 
les résultats suivants (ef. tableau IX) : 


TABLEAU IX. 


PERIMETRE 
le 5° jour 
(centimetres) 


NOMBRE 
MELANGES des corpuscules 
inoculés 


Ne p. Dmv 


(5° jour) 


3.700.000 & 3.700 |Aucune réaction (1). 
8.000.000 & 8.000 < de 8.000. 
30.300 a 3.030 < de 3.030. 


(1) Eprouvé ultérieurement, ce lapin s’est révélé réfractaire. 


Les chiffres insérés dans les tableaux VIII et IX montrent 
ce qui suit : 


(28) Cf., pour la bibliographie, Smrra. Journ. Pathol. Bact., 48, 1939, 
p. 557. 


492 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ConcLusion. — La bile pure annihile le potentiel vaccino- 
gene des corpuscules élémentaires neurovaccinaux, sans en 
supprimer totalement la fonction antigénique. L’eltet viru- 
licide de la bile au 1/10, apprécié in vivo, est nul ou peu s’en 
faut. Toutefois, le Ne p. c.c. subit, sous Vinfluence de la 
sécrétion biliaire pure, ou diluée au 1/10, wne chute de 87 et 
de 73 p. 100. Sous l’influence de la bile, il se prodwt donc 
une véritable lyse des éléments corpusculaires vaccinaux, mais 
les corpuscules qui, @ la fin de lexpérience, ont résisté a cette 
lyse, paraissent avoir conservé intacte leur vaccinogénése. 


3° UREE. 


QA 


L’action inactivante de lurée & légard du bactériophage 
et de certains ultravirus (rage, poliomyélite, fiévre jaune) a 
été mise en lumiére par Burnet (29), Mac Kay et Schroeder (30), 
Héring (31). Nos essais ont été réalisés avec de lurée de com- 
merce (Rhéne-Poulenc), a la concentration de 40 p. 400 (liquide 
tampon & pH 7,2). 


a) Premier essai. — Corpuscules éiémentaires neurovaccinaux (culti- 
yés sur membrane allantoide). Ne p. c. ¢. = 105.000.000. Ne d. Dmvu 
= 5. On ajoute a 3 cent. cubes suspension corpusculaire diluée, le méme 
volume de la solution d’urée a 40 p. 100. Ne p. c. ¢. = 44.000.000. Le 
mélange séjourne pendant deux heures a 37° et vingt-quatre heures A 
la glaciére. Ne p. ¢. c. = 41.000.000. Perte = 8,86 p. 100. Ne p. Dmv 
= 2.200. 

b) Deuzxiéme essai. — Corpuscules ¢élémentaires neurovaccinaux. 
Ne p. ¢. ¢. = 78.000.000. A 1 cent. cube solution d’urée a 40 p. 100, 
on ajoute 1 cent. cube de suspension corpusculaire pure, ou diluée 
de 10—1 a 10—%. Deux heures A 37° et vingt-quatre heures A la 
glaciére. Titrage : 

Ne d. Dmv (témoin) = 90 (10 —5). 

Ne d. Dmv (urée) = 9.000.000 (pur). 


Par ailleurs, ’examen microscopique (fluorescence et méthode 
de Morosow) n’a pas révélé des altérations appréciables des 
éléments corpusculaires. 


(29) Burner. Journ. Pathol. Bact., 37, 1933, p. 179.. 

(30) Mac Kay et Scnrorprr. Proceed. of the Soc. of Exp. Biol. Med 
35, 1936, p. 74. on. ae 

(31) Horinc. Roy, Soc. of Trop. Med., 32, 1939, p. 597. 
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ConcLusion. — Il est évident que Vurée détermine une dimi- 
nution sensible, quoique peu marquée, du nombre des cor- 
puscules élémentaires par unité de volume (8,86 p. 100), mais 
cette diminution n'est pas proportionnelle a la perte de la viru- 
lence, laquelle est infiniment plus accusée. 


4° Formou (32). 


Schultz et Gebhardt (33) pour le bactériophage, Ross et 
Stanley (384) pour le virus de la mosaique du tabac, ont montré 
que l’action anti-bactériophagique et « virulicide » du formol 
est, dans certaines conditions, réversible. Par ailleurs, dans 
des travaux récents, Galli et Vieuchange (35) ont confirmé 
cette réversibilité de l’action virulicide du formol, en s’adres- 
sant au virus neurovaccinal contenu dans des émulsions céré- 
brales virulentes (lapin). Il leur a été possible d’obtenir, par 
Ja lyse en milieu pH 6,2, la réactivation du neurovaccin inac- 
tivé par le formol a 1 et a 0,5 p. 1.000. Or, cette réactivation ° 
est faible ou nulle, si l’on a soin de faire agir le formol sur 
une émulsion de tissu cérébral infecté, préalablement dialysée. 
De plus la digestion trypsique permet, a elle seule, de récu- 
pérer a l'état actif le virus formolé. Les auteurs en ont déduit 
que la réversibilité est conditionnée par la présence de matiéres 
protéiques dans lV’ émulsion névraxique virulente. « Le formol, 
concluent-ils, ajouté & une suspension de cerveau infecté, ne 
se fixe pas directement sur le virus, mais sur les substances 
qui Venroberaient ». Celles-ci joueraient donc le réle d'une 
cuirasse protectrice, mettant les corpuscules élémentaires vac- 
cinaux a l’abri de I’influence virulicide directe du formol. 

Les données faisant l’objet de nos recherches établissent 
que, contrairement aux constatations de Schultz et Gebhardt 
et de Ross et Stanley, se rapportant au bactériophage et au 
virus de la mosaique du tabac, l’action virulicide que le formol 
exerce a l’égard des corpuscules élémentaires neurovaccinaux 


(32) Levaprti et Remré. C. R. Soc. de Biol., 134, 1939, p. 1140. 

(33) Scnuirz et Gesuarnvt. Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 32, 1935, p. 1111. 

(34) Ross et Staney. Journ. of gener. Physiol., 22, 1938, p. 165. 

(35) Gatir et Vireucnance. C. R. Soc. de Biol., 134, 1939, p. 473. — 
VinucHance et Gaui. Ibid., p. 627. — Garui et Virucnance. Ibid., p. 715. 
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isolés, puis suspendus dans un liquide tampon a pH 6,2, ou 
7,2 et débarrassés, autant que possible, de matieres etrangeres 
(protéines ou autres), n’est pas réversible aprés dialyse. 


Expirience I. — Titrage de Vactivité virulicide du formol. Corpus- 
cules neurovaccinaux isolés aprés culture de neurovaccin sur membrane 
allantoide. Ne p. ¢. c. = 105.000.000. Ne d. Dmv = 5. Concentration 
du formol : 1 p. 1.000. Vaccinogénése nuHe aprés injection de 42.000.000 


de corpuscules (36). 


ConcLusion. — L’activité virulicide du formol est complete 
& la concentration de 1 p. 1.000. Sous Vinfluence inactivante 
totale du formol, on constate une diminution du nombre des 
corpuscules élémentaires variant entre 2 et 18 p. 100. Il n'y 
a donc pas de parallélisme entre la suppression intégrale de 
la vaccinogénése et cette diminution numérique partielle des 
éléments corpusculaires. L’examen microscopique (méthode 
de Morosow et fluorescence ; fluorochrome = thioflavine) 
révéle des altérations morphologiques des corpuscules vacci- 
naux, une légére agglutination de ces corpuscules et une visi- 
bilité inchangée en lumiére fluorescente. 

Expiérience I. — Réversibilité aprés dialyse en liquide tampon pH 7,2. 
Suspension corpusculaire préparée d’aprés la technique sus-indiquée. 


Ne p. ¢. €. = 100.000.000. Ne d. Dmv = 50. Ne d. Dmv : a) aprés action 
du formol a 1 p. 1.000 — vaccinogénése nulle aprés injeetion de 


41.000.000 ; 6) aprés action du formol a 1 p.. 6.000" ="VWden=Cmn: 
c) aprés action du formol a 1 p. 10.090 — 4.870.000. 
Dialyse en sacs de collodion, pendant trois jours, en présence de 


liquide tampon a pH 6,2, Résultats : 


CONCENTRATION re ; 
en formol Ne d. Dmv 
1p.41.000 ........... Vaccinogénése nulle aprés injec- 
tion de 48.000.000. 
dipp cb. 000s wyatt 2 eee. er) Craceydespustulesianresmuayecuon 
de 54.000.000. 
Ais MOMO0O acu .ccnpuies (er (ehsreu ees 4.125.000 
Concitusion. — Nulle réversibilité de Vaction virulicide du 
formol. 
Expérrence IIT. — Dans cette expérience, le pH de la suspension 


x 


(36) Le mélange séjourne deux heures A 37° et vingt heures & la 
elaciére. 
(387) Etat réfractaire ultérieur. 
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corpusculaire, aprés addition du formol, a été ramené A 6,2 ; la dialyse 
a été effectuée en présence de 150 cent. cubes liquide tampon ayant 
le méme pH de 6,2. Suspension corpusculaire neurovaccinale préparée 
comme il est indiqué ci-dessus. Ne p. c. ¢. = 67.500.000. Une partie de 
cette suspension est additionnée de formol & la concentration de 
1 p. 1.000, l’autre sert de témoin. Ne d. Dmv avant la formolisation 
= 337. Ne d. Dmv aprés V’action du formol=vaccinogénése nulle aprés 
inoculation de 33.000.000 de corpuscules élémentaires. Dialyse, puis 
titrage. 


SUSPENSION CORPUSCULATIRE FORMOLEE SUSPENSION CORPUSCULAIRE TEMOIN 
Ne d. Dmv. Vaccinogénése nulle aprés e Ne d. Dmv : 285.000. 

injection de 24.000.000 de corpus- 

cules. 

ConcLusion. — Cette expérience montre : a) que le pH de 6,2 


et le séjour 4 37° et a la température de la chambre, a déter- 
miné une atténuation de la virulence des éléments corpuscu- 
laires vaccinaux. Le Ne d. Dmv a passé de 337 a 285.000 ; 
b) qu’aucune réversibilité de l’activité virulicide du formol 
nest apparue, en dépit de la légére acidification du milieu 
(pH 6,2) et de la dialyse. 


CONCLUSIONS GENERALES. — Dans les conditions expérimen- 
tales ol nous nous sommes placés, Vaction virulicide que le 
jormol exerce a l’égard des corpuscules élémentaires neurovac- 
cinaux isolés, puis suspendus dans du liquide tampon a pH 6,2 
ou 7,2 et débarrassés, autant que possible, des matiéres étran- 
géres (protéines ou autres), n'est pas réversible. De tels cor- 
puscules se comportent done différemment des bactériophages 
(Schultz et Gebhardt), ow du virus de la mosaique du tabac 
(Ross et Stanley). Leur véritable nature ne saurait donc étre 
identifiée a celle des agents lytiques, ow des nucléo-protéimes 
des viroses végétales. En outre, le réle des protéines dans la 
réversibilité de lactivité virulicide que le formol exerce a 
Végard des émulsions névraxiques virulentes (neurovaccin), 
démontré par Vieuchange et Galli, se trouve confirmé par les 
expériences résumées ci-dessus. 


* 
* Ok 


Ainsi, parmi les divers agents virulicides étudiés, auxquels 
on doit ajouter le rayonnement ultraviolet en miliew fluores- 
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cent (38), seule la bile détermine une véritable lyse des corpus- 
cules élémentaires vaccinaux, lyse plus ou moins proportion- 
nelle & la diminution du potentiel vaccinogéne. Tous les autres 
agissent sur ce potentiel, afin den diminuer, ou méme den 
supprimer Vefficience, sans qu il y ait destruction proprement 


Membrane ole S yours 
Nic = 102.000.000 


eR C.F. 


Périmetre des lésions 


BURRERELR 
SERRRRAED 


e particu/es correspordant ' 
5 510 5.100 51.000 510.000 5.100.000 


Diagramme 6. 


dite du substratum matériel auquel la virulence semble inti- 
mement rattachée. 


VI. — Conservation des corpuscules élémentaires in vitro. 


Tl nous a semblé intéressant de préciser ce que devient le 
rapport Ne d. Dmv lorsqu’on conserve, pendant un certain 
temps, a la glaciére (+ 4°) des corpuscules élémentaires neuro- 
vaccinaux en présence, soit de liquide tampon a pH 7,2, soit 
de glycérine. Nous résumons, ci-aprés, l'ensemble des résul- 
tats enregistrés. 


(38) Voir page 475. 
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a) Liquide tampon &@ pH 7,2. — Corpuscules élémentaires neurovacci- 
naux cultivés sur membrane allantoide (3° passage). OEufs ouverts 


Neurovaccine 


Membrane de 3 jours 
conservee I3 jours a +4° 


So 


Ne. = 44.600.000 
Perte = 56,27 WA 


SS SS | Se 


we 


NS 


Périmetre des lesions en cm. 


' 
H 
: 
de particule ‘ 
3 ‘ 
e parlicules correspondant ' 7 i 
22 223 2.230 22.300 223.000 2.230.000 + 22.300.000 


Diagramme 7. 


T = T 
Neurovaccine 


Membrane de $ jours 
conservée 59 jours a + 4° 


Nc. = 46. 800.000 
Perte = 54,12 % 


lesions en Cnt. 


5 
& 
w 
& 
q 
wm 
x 
IS 
“ 
a 


Nombre de particules correspordant ; f ' 
2 23 234 2340 23.400 234.000  2340.000 23.400.000 


Diagramme 8. 


trois jours aprés l’inoculation ; membrane riche en corps de Guarnieri. 
Au moment de la préparation, le Ne p. c. ¢. est de 120.000.000. L’examen 
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microscopique révéle la presence 
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de trés beaux corpuscules élémen- 


taires (fluorescence et méthode de Morosow). Introduite dans des tubes 


———— 
Neurovaccine 


Membrane de § yours 


N.c.= 31.200.000 
Perte = 69,41 Y% 


Perimeétre des lésions ern cm. 


conservée 85 jours a+4° 


de particules | 


de particules -correspondant 


i56 1.560 


A 


‘ 
15.600 186.000 1.560.000 15.600.000 


— 
iNecieestene 


Membrane de 3 yours 


N.c. =35.600.000 


conservee 113 Jours a +4° 


Perte= 65,09% 


GI Cyt OSH INGE 1:00) UAC 


o7) 


% 


N 


Perimeétre des lésions en cm. 


tog. Au nomore de particu/es 


FS A 1 2 . “3 : 
Nombre 


17 178 1780 


de! particules correspondant 


17.800 17. 800 000 


178.000 1.789.000 


Diagramme 10. 


scellés, la suspension corpusculaire est conservée A la glaciére. Elle 
est examinée, du point de vue Ne p. c. c. et Ne d. Dmv, immédiatement 


aprés lisolement, treize, 


cinquante-neuf, 


quatre-vingt-cing et cent 


ULTRAVIRUS ET FLUORESCENCE. LE VIRUS VACCINAL 499 
treize jours apres. Voici les résultats enregistrés (cf. tableau X et dia- 


grammes 6 a 10). 


A chaque examen, les corpuscules se sont révélés en parfait 
état et non agglutinés (cf. fig. 4). 


Fic. 4. — Corpuscules élémentaires neurovaccinaux. | 
Conseryation dans liquide tampon pH 7,2 (quatre-vingt-cing jours). Morosow. 


ConcLusions. — 1° Une suspension de corpuscules élémen- 
faires neurovaccinaux en liquide tampon a pH 7,2 conserve 
sa virulence pendant au moins cent treize jours a la tempé- 
rature de la glaciére (+ 4°). 

2° Pendant les premiers treize jours, il se produit une chute 
du Ne p. c¢. ¢., atteignant 56 p. 100. Cette diminution de la 
teneur de la suspension en éléments corpusculaires devient, 
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Tasttau X. — Conservation en présence de liquide tampon 
& pH 7,2. 


TEMPS DE CONSERVATION INCHp Eten, Ne d. Dmv 


Immédiatement ... 102.000.000 5 
43 jours 44.600.000 56,2 223 
59 jours 46.800 .000 23 
85 jours 341.200.000 1.560 
443 jours 35 .600.000 478 


par la suite, pratiquement parlant, étale ; elle varie entre 54 
et 65 p. 100. 

3° Les corpuscules qui résistent 4 cette lyse, s’effectuant 
entre le premier et le treizisme jour, conservent leur activité 
pathogéne, quoique celle-ci soit, généralement, légérement 
atténuée. 


b) Glycérine. — Des corpuscules neurovaccinaux (2° passage, mem- 
branes infectées depuis trois jours) dont le Ne p. c. c. est de 105.000.000, 
sont mélangés, a la dose de 9 cent. cubes, 4 3 cent. cubes glycérine 
phosphatée. Ne p. c.c. du mélange, au moment de la préparation 
= 76.800.000. Conservation a la glaciére pendant vingt-sept jours. 
Resultats (cf. tableau XI) : 


TasLeau XI. — Conservation en présence de glycérine. 


TEMPS DE CONSERVATION NEO eCnCe 


Immédiatement. . . . 76.800.000 
27 jours 69.000.000 


ConcLusion. — A en juger daprés les variations du nombre 
des corpuscules vaccinaux par centimetre cube et du Ne d. 
Diy, apres vingt-sept jours de conservation a + 4°, la glycé- 
rime apparail comme étant un milieu de conservation de la 
virulence meilleur que le liquide tampon & pH 7,2. 
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Vil. — Nombre des corpuscules élémentaires vaccinaux 


et ultrafiltration (39). 


La technique de la numération des corpuscules élémentaires 
vaccinaux par unité de volume et de la détermination du 
nombre minimum de ces corpuscules capables de provoquer 
une réaction vaccinale chez le lapin (Ne d. Dmv), peut servir 


Tasteau XII. — Ultrafiltration. 


MEMBRANES 
NCSD aCaCs 

Dimension 
‘avant filtration 

des pores 
790 muy. 29. 400.000 
68 .800.000 
419.300 .000 
45.500.000 
630 mu. 97.300.000 
330 mu. 9.600.000 
970 mu. N. 62.400.000 
N. 117.800.000 
790 muy. N. 63.000.000 
N. 27.400.000 
630 mp. | K. 43.800.000 
560 mu. N, 37.800.000 
330 my. N. 9.600.000 


Ne dans Dmv 


Ne p. ¢.c. e-jour) 
aprés filtration 
: avant aprés 
filtration filtration 
Newrovaccine : 
650.000 38 3.250 
4.400.000 344 55 
290.000 965 14 
(a) 3.900.000 22 495 
(db) 2.200.000 2 44 
2.400.000 48 | Virulence 0 
a 1.200.000. 
400.000 480 | Virulence 0 
a 200.000. 
Dermovaccine : 
20.000 10 
(c) 600.000 44 300 
(d) 6.000.000 44 30 
500.000 4.300 250.000 
(a’) 880.000 4.400 
(b’) 1.000.000 5.500 
(c’) 220.000 41.100 
5.600.000 24.900.000 | Virulence 0 
a 2.800.000. 
4.300.000 189.000 | Virulence 0 
a 6.500.000. 
10.000 4.300 | Virulence 0 
& 5.000. 


INCM BEN C.iC 
Perte 


p- 100 


97,79 
98.40 
98,50 
91,43 
95,17 
97,53 


95,83 


99,96 
99,49 
94,90 
94,18 
96,79 
96,35 
99 20 
87,21 


96,56 
99,88 


(a), macromembrane, diamétre, 4 centimetres ; (b), micromembrane, diamétre, 4 centimetre ; 
(c), liquide tampon; (¢), bouillon Hartley. 


| SA 


(39) Levapit1, Krassnorr, Remré et Gruntint. C. R. Soc. de Biol., 134, 


1939, p. 36. 
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4 préciser certaines des conditions de ultrafiltration des virus 
(neuro- et dermovacein). En voici la preuve. 


TECHNIQUE. — Des corpuscules élémentaires sont isolés, soit de mem- 
branes allantoides contaminées avec du neurovaccin depuis trois jours, 
soit de pulpe de dermovaccin de génisse (souches Norm. et Kl). Ils sont 
suspendus dans du liquide tampon 4 pH 7,2, puis dénombrés. 5 cent. 
cubes de la suspension corpusculaire servent a l’ultrafiltration 4 travers 
Ges membranes en collodion fabriquées selon le procédé d’Elford, 
el dont les porosités mesurent 970, 790, 630, 560 et 330 my, On compte 


| Ultrafiltration 
Neurovaccine (membranes de 3 jours) 
Teémoin: n.c = 77. 600.000 


g 
) 
g 
@ 
4 
8 
3 
Ad 
4 
& 
a) 
© vv 
§ 
“ev 
& 
2 
Jes 


Nombre de particules correspondant | 
3 38 388 680 38800 383! 


Diagramme 11. 


les corpuscules ayant traversé la membrane et on détermine le Ne d. 
Dmv des ultrafiltrats, par inoculation intradermique effectuée au lapin. 
Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau XII et les dia- 
grammes 11 a 21. 


? ST rey r OR OS ee * 3 

L ensemble des données enregistrées permet de formuler les 
conclusions suivantes 

° Mw hy es 5 hes 5 

1° L’adsorption des corpuscules élémentaires suspendus 
dans le liquide tampon (40) est considérable, quelle que soit 


(40) Ci-aprés les résultats enregistrés avec du virus (corpuscules) 
préparé d’aprés la technique d’Elford (bouillon de Hartley). 
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Ultrafiltration. 


Neurovaccitne (inembranes de 3 jours) 
N.C.= 29. 400.000 


fi 
esheets a 730 my { Vltrat n.c. = 650.000 


Pertimétre des lesions en em. 


Mombre de particules correspondant ‘ ‘ 
325 3.250 32.500 325.000 


Diagramme 12. 


Ultrafiltration 


Neurovaccine (membranes de a a a Be 


Temoin: n.c. = 45. £00.000. A, 
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Diagramme 13. 


ue / 
= =m . - ee ne a 


‘ ‘ ‘ ' ‘) 
22 227 2.275 22.750 227.500 2275000 22 750.000 
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la perméabilité calculée des membranes utilisées. Cette adsorp- 
lion varie entre 87 et 99 p. 100. 


Ultrafiltration| | | 
Nevrovaccine (membranes de 5 yours) 


filtrat n.c- 5.900.000 
Membrane de 790 my) Perte = 9143 % 


A) grosse membrane | : J 


| + 


Périméetre des lésions en c.m. 


D eceareers: iE, Fie Fi 
logar, du nombre de: parricules : 


Nombre de particules: correspondant: \ : 
9 195 1.950 19.500 195.000 __1.950.000 


Diagramme 14. 


Ultrafiltration 
Neurovaccine (membranes de 3 jours) 
Membrane de 790 mp el ies n.c.= &. 200.000 


Ferte = 95,17 Yo — 
3) micro-membrane : 


Perimeétre des leseons en c.m. 


(a) 
\ 7: 4 : : 
dog. aunombre dé: particles 


Nombre ae particules,correspondant : ; b 
1 11 110 4.too 11.000 410.500 1.106.000 


Diagramme 15. 


2° L’adsorplion fait que seuls les ultrafiltrats & travers les 
membranes de 970 et de 790 my. se révéelent virulents. Il en 
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résulte que si l’on se bornait & évaluer la taille de l’unité vac- 
cinogéne d’aprés les indications fournies par l’ultrafiltration 
de corpuscules suspendus dans le liquide tampon, on serait 
conduit 4 conférer a cette unité un diamétre de beaucoup supé- 


Neurovaccine 
membranes de 3 yours 
Temoin = ne 97. 300.000 


§ 
ie) 
& 
ev 
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g 
a) 
~ 
CH 
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x 
2) 
e 
q 
x 
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& 
~ 
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log. du nombre we eee 


e particules corresponaant ' ‘ i 
48 48 486 4865 48 650 486500 4865000 48.650.000 
Ss 


Diagramme 16 


rieur & celui indiqué par la méthode d’Elford (bouillon de 
Hartley) [470 4 630 my. au leu de 125 4 175 my]. 

En dépit de cette adsorption, et en ne considérant que les 
résultats concernant Je neurovaccin, le rapport Ne/Dmv de 
lultrafiltrat ne s’écarte pas sensiblement de celui révélé par 
nos expériences antérieures (Suspensions corpusculaires non 
filtrées). Donec, ce qui traverse les membranes de 970 el 
790 mp, ce sont des corpuscules élémentatres quit, tout au 
moins en partie, sont doués de propriétés vaccinogéenes. 
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4° De ce point de vue, des différences apparaissent, généra- 
lement, entre le neurovaccin et le dermovaccin. Le Ne/Dmv 
des ultrafiltrats (790 mp) est, en effet, moindre pour la pre- 
mitre de ces variantes vaccinales que pour la seconde 
(moyennes : 705 contre 65.250). 

3° Fait important : d’assez nombreux éléments corpuscu- 
laires ont traversé les membranes de 630, 560 et 330 my. et, 
cependant, la virulence de ces éléments, méme inoculés en 


Ultrafiltration 
Nevrovaccine Mc.= 97. 300.000 


630 mp. cee n.c- 2.400.000 


Membrane de Porte - 97.53% 


£ et S$ jour 
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5i 
. av nombre ade particules 


Nombre de particules correspond@ant 
12.000 120.000 1.200.000 


~N 
i} 


Diagramme 17. 


quantilé considérable (1.200.000, 2.800.000, 6.500.000 par 
0 c. ¢. 5) svest révélée nulle. Il s’ensuwit que la suspen- 
ston corpusculaire soumise @ Vultrafiltration est un complexe, 
auquel partlicipent des corpuscules élémentaires vaccinaux 
virulents, et d’autres éléments corpusculaires dépourvus de 
propriétés vaccinogénes. Seuls ces derniers traversent les 
membranes de 330 4 680 my, soit parce qu’ils sont plus ténus, 
soit pour la raison qu’ils sont moins adsorbables. 

6° Par ailleurs, nos recherches montrent que des échantillons 
de 4 centimetres de diamétre d’une méme membrane (40 cen- 
ltimétres de diamétre) de 790 mp, n’offrent pas une perméa- 
bilité cdentique (cf. les essais a, b et c). Il en est de méme si 
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Von compare la perméabilité de deux segments inégaux 
‘macro- (4 centimétres de diamétre) et micro-membrane (41) 


Ultrafiltration | ] | ° 


e 


Dermovaccine Normandie (1.C= 63.000.000) —P Pe a i 
e 


e 
Temoin : dilution- n.c. 8.600.000 | 
OO BEEZ CO O0OF 


Perimetre des lésions en cm. 


“ 1 J 
. au nombre de particules 


Nombre de particules correspondant 


430 4300 43,000 430,000 4.300.000 


Diagramme 18. 


(1 centimétre de diamétre)| d’une méme membrane de 790 my 
(cf. les essais a et b). 


Ultrafiltration | | 
Dermovaccine Normandie (Nc = 63.000.000) 
Milution: n.c: 8.600.000 | 


Filtration par membranes ale 790 mp et de S30 my 


membrane de 330mp 
lesions & | 38 4% et So jour, 


QO 
Uf 2 : 
dog. du nombre de particules 


Nombre ae particules comrespondant | { 
' ' ' t 
‘ t t 


membrane ae 790m, ' eoett 
: 2.500 25000 250.000 
Fittrat : ne 500.000 Perte: 94,18 fo | 

membrane ae 330m ° 

Filtrat: ne 70.000 Perte: 996 % 


Perimetre des lesions en om. 


Diagramme 19. 


(41) Me D. Krassnorr a réalisé un micro-ultrafillre dont elle a donné 
récemment la description (CG. R. Soc. de Biol., 434, 1939, p. 487). 
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7° La méme méthode permet de déterminer le nombre des 


epee: ee 


Dermovaccine Normandie 


f.c. = 37 800.000 


Ferimétre des lesions en cm. 


. denombre ade corpuscules 
Nombre de corspuscules correspondant : ‘ 
i 189 1.890 18.900 189.000 1.890.900 18.900.000 


Diagramme 20. 


éléments corpusculaires qui restent fixés sur une membrane 
de 790my aprés ultrafiltration, ringage et lavage de cette 


Dermovaccine Normandie 


a Ultrafiltration 


membranes de 560 my (b.c-d) 


esrons nulles pour les membranes b.c.a. 


les S°AF et 5£ your 


~ Perimétre des lesions en cm. 


/ 2 
og. @uz nombre we particules 


Nombre de particules correspondent : ‘ 


' ' t 
4) membrane S60myp 650 6.500 65.000 650,000 


Piltrat:ne 7.300.000 Porte; 96,56% 
ce) membrane 560mp 

vltrat: n.c: 2.800.000 Perte: 92.59% 
oa) membrane $60my 325 32500 325.000 
Filtrat=nc: 650.000 Perte: 98.28% 


* ? 
14.000 1y0.d00 1400.00 


Diagramme 24. 


membrane. Ainsi, dans un de nos essais, le Ne de la suspen- 
sion corpusculaire était 29.400.000 par centimétre cube (neu- 


= 
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rovaccin). Aprés l’ultrafiltration, le total des corpuscules ultra- 
filtrés et des éléments recueillis par rincage et lavage de la 
membrane fut de 10.600.000, soit 36 p. 100 ; la membrane 
avait donc adsorbé définitivement 63,9 p. 100 éléments cor- 
pusculaires. 

8° Enfin, il résulte de nos observations que si, au lieu d’étre 
suspendus dans le liquide tampon a pH 7,2, les corpuscules 
élémentaires vaccinaux sont repris avec le bouillon de Hartley 
(méthode d’Elford), l’adsorption est diminuée considérable- 
ment. Les données suivantes nous en fournissent la preuve. 


Corpuscules neurovaccinaux en milieu de Hartley. 


MEMBRANE a aD. Ne dans Dmv 

OHOMIIN cern reece Ae seks » 153 

CaO Mier ehees tes Ge 35,6 485 

SPOS STE = eee te eee ee Sil 4.675 

DULUINUE GA San wed ts at 90,0 250 

LOOP ir etmerensiteneeta TE ws ESTE 99,6 Virulence 0 & 300.000. 
CONCLUSIONS GENERALES. — La méthode de numération des 


corpuscules élémentaires vaccinaux peut fournir de précieux 
renseignements au sujet de cerlains facteurs qui interviennent 
dans Vultrafiltration, en particulier lV’adsorption et la consti- 
tution des complexes corpusculaires. 


VIII. — Nombre des corpuscules élémentaires vaccinaux, 
en rapport avec l’ultracentrifugation. 


Nos expériences concernant les variations du Ne p. c. ¢. en 
fonction de l’ultracentrifugation, sont relativement peu nom- 
hreuses ; nous nous proposons, d’ailleurs, de les compléter. 
Rapportons, pour l’instant, les résultats déja acquis. 


Trcuniour. — Nous nous sommes servis de l’ultracentrifugeuse de 
Bardet et Huguenard, 4 laquelle M. Paic a apporté d’utiles modifi- 
cations. L’ultracentrifugation, en fonction du temps et de la vitesse 
de rotation, a été effectuée, soit en petits tubes de cellophane, soit 
dans la coupelle métallique adaptée a l’appareil, et dont on avait 
garni les bords avec plusieurs couches de papier filtre. Pour le reste, 
nous avons utilisé la méthode de numération et d’évaluation du poten- 
tiel vaccinogéne décrite dans notre premier Mémoire. 


Annales de l'Inslitué Pasteur, t. 64, n° 6, 1940. 
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Expirience. — Corpuscules élémentaires neurovaccinaux (membrane 
de trois jours). Ne p. ¢. ¢. = 14.300.000. Ultracentrifugation en petits 
tubes de cellophane. Résultats (cf. tableau XIII) : 


Tastrau XII]. — Ultracentrifugation. 


PERIMETRE 
TEMPS de la ; 
NOMBRE DE 1/M lésion vaccinale 
(minutes) le 5° jour 
(centimétres) 


ee 


14.800.000 
2.400.000 
1.400.000 


Cette expérience montre que Uuliracentrifugation des 
corpuscules élémentaires neurovaccinaux pendant soixante 
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Diagramme 22. 


minutes @ 25.000 tours-minule, ne réussit pas a@ débarrasser 
folalement la suspension des unités vaceinales qu'elle conte- 
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Diagramme 24, 
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nait au début. La perte n’a été que de 79 p. 100 apres quinze 
minutes, et de 88 p. 100 aprés soixante minutes. Les corpus- 
cules non déposés (liquide surnageant) ont conservé leur 
potentiel vaccinogeéene. 


Expérience. — Cette expérience se rapporte 4 nos recherches concer- 
nant les relations entre les corpuscules vaccinaux spécifiques (CV) et les 
éléments corpusculaires isolés de membranes allantoides inoculées avec 
du cerveau de lapin normal (CN) [ef. notre premier Mémoire (42)]. Nous 
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2 20 205 2,050 20.500 205.000 


Diagramme 25. 


reproduisons ci-contre les diagrammes se rapportant & cet essai (cf. dia- 
grammes 22 a 25). 


IX. — Création artificielle de souches neurovaccinales (43). 


Le neurovaccin (vaccin jennérien adapté au cerveau de lapin) 
différe du dermovaccin (vaccin jennérien cultivé sur la peau 
de la génisse), par les caractéres biologiques suivants : 


(42) Levaprri et collaborateurs. Ces Annales, 64, 1940, p. 359. 
(43) Levapiti. C. R. Acad. des Sciences, 208, 1939, p. 1944. 
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a) Aspect hémorragique et tendance envahissante des pustules 
cutanées. 

b) Potentiel encéphalitogéne trés élevé du neurovaccin, encéphalito- 
génése nulle, ou trés faible du dermovaccin. 

c) Le nombre des corpuscules élémentaires contenus dans la dose 
minima vaccinogéne cutanée (Ne d. Dmv) est, en général, supérieur 
peur le dermovaccin (44). 


L’obtention de souches neurovaccinales, en partant du 
dermovaccin de génisse, a été réalisée, soit par des passages 
intra-névraxiques [lapin (45)], soit par culture sur la mem- 
brane allantoide de l’ceuf incubé (46), soit, enfin, par cultures 
cellulaires in vitro (47). Ces méthodes font intervenir des 
organes ou des éléments embryonnaires, lesquels jouent le 
role de sélecteurs, la sélection s’opérant entre les corpuscules 
élémentaires dermovaccinaux et neurovaccinaux, en faveur 
de ces derniers. Peut-on effectuer a volonté une telle sélection, 
en utilisant des mélanges, convenablement titrés, de corpus- 
cules dermovaccinaux et neurovaccinaus ? Les faits résumés 
dans le présent Chapitre plaident en faveur d’une telle possi- 
bilité. 

1° Corpuscules élémentaires dermovaccinauz. — Ne p. ¢. ¢. 
= 135.000.000. Nc d. Dmv (voie cutanée) = 2.675.000. Potentiel encé- 


phalitogéne : un résultat positif sur 5 inoculations transcraniennes de 
160.000.000 de corpuscules chacune. 

2° Neurovaccin. — Ne p. ¢. c. = 10.200.000. Ne d. Dmv (voie cutanée) 
= 5 corpuscules. 

3° Association. — A 1c. c. 5 de suspension de corpuscules dermovac- 
cinauz, on ajoute 0 c. c. 2 de suspension de corpuscules neurovaccinauz. 
Ce mélange renferme 14.300.000 éléments dermovaccinaux et 306.000 
éléments neurovaccinaux par 0 c.-c. 3. Quatre dilutions sont effectuées 
(oH 7,2) 410—1, 10 —2, 10 —2 et 10:—*. On inocule.0 c. c. 3 de. chaque 
dilution dans le cerveau de plusieurs lapins. 


RésuLtTats. — a) Suspension-mére. Ne neurovaccinaux = 306.000. 
Encéphalite neurovaccinale mortelle en trois et quatre jours ; b) dilu- 
tion 4 10—1. Ne 30.600. Décés en cing et sept jours; ¢) dilution a 
10 —2. Ne 3.060. Décés en trois jours ; d) dilution 4 10—38. Ne 306. 
Décés en six et sept jours ; e) dilution 4 10 —*. Nc 30. Deux animaux 
sur 5 succombent en neuf et onze jours, les autres survivent et se 
révélent immuns. 


(44) Levavir1, Sramatin, Le-Van-Sen et Reins. C. R. Soc. de Biol., 
430, 1939, p. 1988. 

(45) Levapit1 et Nrcotau. C. R. Acad. des Sciences, 173, 1921, p. 870. 

(46) Levapitr et Vorr. La Presse médicale, 45, n° 7, 1937, p. 118. 

(47) Levapitr et Stamatin. Revue d’Immunologie, 4, n° 6, 1938, p. 481, 
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Gest cette derniére dilution & 10—* (correspondant, du 
point de vue du potentiel encéphalitogéne, & un dermovaccin 
de génisse, et contenant 30 corpuscules neurovaccinaux, asso- 
ciés A 1.430 éléments dermovaccinaux par dose inoculée), qui 
nous a servi a la sélection des corpuscules neurovaccinaux au 
détriment des éléments dermovaccinaux, et a créer, de la 
sorte, un neurovaccin de synthése. La sélection a été réalisée 
par des passages sur la membrane chorio-allantoide. 


POTENTIEL 
PASSAGES NC pe (Cac encéphalitogéne MORT EN 
Résultats positifs 


Mélange initial. . .. 4 866 2¥sur 5. 9 et 11 jours. 
ISIS Gb oo 3 sur 3. 3 et 4 jours. 
PEMMASS ACC ae ee te wets 26.000.000 SF Str se 3 jours. 

SO FORIGEENEGY 5 Gla. 8 a 49.000.000 6 sur 6. 3 et 4 jours 

MEE WASSAZ Oa eats neni 20.000.000 5 sur 5. 3 a 5 jours 


Il en résulte qu’un mélange de vaccino-corpuscules dermo- 
tropes (4.430 éléments) et d’un petit nombre de corps élémen- 
taires neurovaccinaux (30) par dose admuinistrée, mélange 
faiblement encéphalitogéne, passé une seule fors sur la mem- 
brane allantoide, se transforme en un neurovaccin éminem- 
ment pathogéne par voie névraxique. En outre, aprés quatre 
passages, ce neurovaccin de synthése a provoqué la mort du 
lapin, par encéphalite vaccinale, & la dilution de 10 —* [Ne d. 
Dmv = 609 éléments (48)]. 


ConciLusion. — Il est possible de réaliser, par voie de sélec- 
tion, la synthése d’un neurovacein & potentiel encéphalitogéene 
élevé, en cultivant sur la membrane allantoide de l ccuf incubé 
un mélange de corpuscules élémentaires dermovaccinaux et 
neurovaccinaux & potentiel encéphalitogéne faible. 


Conclusions générales. 


Le lecteur aura déja pris connaissance, & la fin de chacun 
des chapitres que comportent nos deux Mémoires, des conclu- 


(48) A 60 éléments, il y a survie avec état réfractaire consécutif. 


a 
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sions que nous avons cru devoir formuler, sur la base de 
constatations expérimentales, numériques et morphologiques 
concernant les corpuscules élémentaires vaccinaux (corps de 
Paschen-Borrel). Il a acquis, espérons-le, la conviction que 
ces corpuscules représentent réellement le substratum matériel 
du potentiel vaccinogéne et antigénique de l’ultravirus vac- 
cinal, peu importe s’il s’agit de dermovaccin ou de neuro- 
vaccin. 

Si donc, comme d’aucuns le prétendent, l’ultravirus ne 
serait, en dernier ressort, qu'un principe mystérieux, inacces- 
sible & nos moyens d’investigation, mais intimement rattaché 
aux corpuscules élémentaires, il nous faudra alors conclure 
aque ce rattachement est irréversible et qu’éléments corpus- 
culaires et ultravirus forment un tout insécable. Telle n’est 
pas notre maniére de voir. 

Pour nous, les corps de Paschen-Borrel sont le virus méme, 
et en précisant, tant que faire se peut, leur genése, leur cons- 
titution et leur nature, nous déterminons, en réalité, certaines 
des caractéristiques de lultravirus du vaccin jennérien lui- 
méme. 

Quelle peut étre cette nature ? Tout porte a croire qu’il 
s'agit, en lespéce, d’éléments matériels 4 constitution com- 
plexe, doués d’une organisation dont nous ignorons les parti- 
cularités, et « vivants » (dans l’acception actuelle, bien vague 
d’ailleurs, de ce terme), donc capables de se multiplier et de 
se reproduire indéfiniment semblables & ecux-mémes, si les 
conditions s’y prétent. Leur organisation et la vie qui en est 
Vexpression ne sauraient, toutefois, étre identifiées a celle 
des étres organisés, fussent-ils les plus simples. Leur inapti- 
tude & se multiplier sur des milieux artificiels, aux dépens de 
la matiére inanimée, leur parasitisme obligatoire, le fait qu’ils 
exigent, pour pulluler, le concours des cellules vivantes, le 
prouvent. Ils représentent, selon nous, une forme de vie 
inconnue, insoupconnée méme jusqu’ici, vie rudimentaire et 
incompléte en comparaison avec celle des microbes cultivables. 

Et, cependant, parmi tous les ultravirus, les corpuscules 
élémentaires vaccinaux sont ceux qui se rapprochent le plus 
des bactéries, tant par leurs propriétés biologiques, que par 
leur aspect morphologique. De ce point de vue, on peut conce- 
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voir toute une échelle d’états imparfaitement organisés, 
depuis le plus simple, le Bactériophage, jusqu’au plus com- 
plexe, le virus vaccinal. Entre ces deux extrémes, s’échelon- 
nent les innombrables ultravirus des maladies animales, les 
uns, tels que ceux de la psittacose, de l’ectromélie, de l’herpées, 
situés sur les marches supérieures de cette échelle, d’autres, 
comme le virus de la fiévre aphteuse, se placant sur les mar- 
ches inférieures de la méme échelle. Cet ensemble « d’étres 
vivants » représente done toute une gamme d organisations 
diverses, autant de tendances vers la synthése de la matiére 
vivante parfaite, telle que nous nous la représentons dans le 
complexe nucléo-cytoplasmique des cellules animales et végé- 
tales. 

Quoi qu’il en soit, gardons-nous de toute généralisation 
par trop hative et que rien ne saurait justifier a lheure 
actuelle. Ce qui est vrai pour l’ultravirus vaccinal et les cor- 
puscules élémentaires qui en constituent le substratum maté- 
riel, peut ne pas l’étre, ou l’étre moins, pour d’autres ultra- 
virus et les Bactériophages. De méme, les belles découvertes 
récentes concernant les virus des plantes ne sont pas trans- 
posables, sans réserve, dans le monde des ultravirus des mala- 
dies animales. Deux régnes, deux comportements dissem- 
blables. Chaque cas particulier devra étre envisagé en soi, 
chaque phénoméne le concernant considéré sous langle des 
données appartenant 4 des domaines voisins, mais sans céder 
& la facheuse tendance de tout homologuer sans discerne- 
ment et de parler de la « nature des uliravirus », alors qu’en 
fait, il ne s’agit que de celle « d’un ultravirus donné ». C’est 
ce que nous nous sommes elforcés de faire, espérant que 
l'avenir, quoique ple d’imprévu, ne nous contredira pas. 


RECHERCHES SUR LA SPECIFICITE 
DES PROTEIDES DES BACILLES TUBERCULEUX 
IDENTIFICATION SEROLOGIQUE 
DES SOUCHES BOVINES ET SERODIAGNOSTIC 
DE LA TUBERCULOSE BOVINE CHEZ L’HOMME 


par W. SCHAEFER. 


Unstitut Pasteur. Laboratoires de recherches 
sur la tuberculose.) 


Dés les premiéres recherches sur la spécificité des réactions 
sérologiques des bacilles tuberculeux, de nombreux auteurs ont 
constaté que les sérums antituberculeux réagissent avec les 
antigénes de tout un groupe d’espéces acido-résistantes plus 
ou moins éloignées des bacilles tuberculeux vrais. L. Massol, 
A. Boquet et L. Négre ont méme trouvé que les bacilles diph- 
tériques et leurs extraits alcooliques réagissent avec les sérums 
antituberculeux. Des observations analogues ont été faites sur 
le cryptocoque de Rivolta (A. Boquet et L. Négre), les Strepto- 
thricées et les Actinomycetes (Fritzsche, Claypole, Bretey, 
Goyal). 

Malgré ces constatations, on a essayé de déceler dans les 
sérums antituberculeux des anticorps spécifiques pour les 
bacilles tuberculeux vrais. A cet effet, G. S. Wilson [34], 
St. A. Griffith [7], J. Furth [6] et H. Harpoth [8] ont fait des 
expériences d’absorption sur des sérums antituberculeux au 
moyen de bacilles tuberculeux aviaires, d’une part, et de 
bacilles tuberculeux humains et bovins, d’autre part. Leurs 
expériences ont montré que les bacilles iaviaires épuisent, 
en général, moins complétement les agglutinines des sérums 
antibacilles humains et antibacilles bovins que les bacilles des 
mammiféres. 

En ce qui concerne l’existence de différences antigéniques 
entre les bacilles tuberculeux humains et bovins, la plupart 


518 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


des auteurs ont obtenu des résultats enti¢rement négatils 
(G. S. Wilson [34], St. A. Griffith [7], J. Furth [6], O. Kirch- 
ner [43], F. Kauffmann [42}). Seuls F. Wulff (82) et H. Har- 
poth [8] ont conclu de leurs expériences d’absorption qu‘il y 
a probablement des dilférences sérologiques entre les deux 
types. 

Récemment les recherches de K. A. Jensen et J. Frimodt- 
MOller [44] et celles de R. Laporte [44] ont attiré Vattention sur 
des phénoménes de variabilité qui présentent un grand intérét 
pour l'étude des propriétés antigéniques des bacilles tuber- 
culeux. On sait que, au moment de leur isolement, les bacilles 
bovins possédent des caractéres culturaux bien distincts de 
ceux des bacilles humains. Contrairement aux bacilles humains 
dont les cultures se développent d’emblée avec une grande 
facilité sur les milieux de culture sous forme de colonies 
rugueuses, les bacilles bovins fraichement isolés végétent avec 
une grande lenteur et d’une maniére trés peu abondante et 
leurs colonies ont un aspect lisse. Or, ces auteurs ont montré 
que quand on laisse vieillir ces colonies bovines dysgoniques 
lisses, on remarque, aprés un temps plus ou moins long, a 
la surface des colonies primaires, l’apparition de colonies 
secondaires qui ont un aspect rugueux. En repiquant séparé- 
ment les colonies primaires lisses et les colonies secondaires 
rugueuses, on constate que les premiéres gardent leur crois- 
sance dysgonique et leur aspect lisse; les derniéres, par 
contre, se développent abondamment sur les milieux de 
-culture et leurs colonies ont un aspect rugueux semblable a 
celui des cultures de bacilles humains. Ce sont des variantes 
de ce dernier type qui ont été utilisées jusqu’é présent dans 
les recherches sérologiques sur les bacilles boyvins, parce 
qu’elles sont facilement cultivables. Pourtant il était intéres- 
sant de connaitre aussi les propriétés sérologiques des cultures 
bovines primaires ayant conservé leur aspect lisse caractéris- 
tique. Une telle étude s’est heurtée, jusqu’d présent, a la diffi- 
cullé d’obtenir des quantités suffisantes de ces cultures pri- 
maires & cause de la pauvreté de leurs cultures sur Jes milieux 
habituellement employés. 

Récemment R. Laporte [44] a indiqué deux milieux sur 
lesquels le bacille bovin se développe d’emblée assez abon- 
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damment tout en gardant son aspect lisse. L’un des milieux 
est composé de jaune d’ceuf, de sérum de cheval et de bouillon 
glycériné ; l’autre de fragments de foie de boeuf ou de cheval 
et de bouillon glycériné. Ce sont de telles cultures bovines 
lisses, ainsi que des cultures bovines rugueuses et des cultures 
de bacilles humains, qui nous ont servi pour nos expériences 
sur la structure antigénique des bacilles tuberculeux. 

Depuis les recherches de K. Meyer [47] et de A. Boquet et 
L. Négre [46], on sait que tous les bacilles tuberculeux renfer- 
ment un antigéne lipoidique et que cet antigéne existe non 
seulement dans les bacilles tuberculeux, mais encore dans 
d’autres bacilles acido-résistants. I] n’est done. pas spécifique 
pour un type déterminé. Nous avons examiné, dans un travail 
précédent [24], si les anticorps lipoidiques des sérums préparés 
avec des cultures de souches bovines lisses possédent une spé- 
cificité particuliére pour les bacilles bovins et nous avons 
trouvé qu’il n’en est pas ainsi. 

Des antigénes polysaccharidiques ont été mis en évidence 
dans les bacilles tuberculeux par de nombreux auteurs (Laid- 
law et Dudley, Mueller, Masucci, Mc Alpine et Glenn, 
H. Maxim, Gough, Heidelberger et Menzel, Sandor et Schae- 
fer, Chargaff et Schaefer, K. Meyer). La spécificité de ces anti- 
génes a été étudiée par Masucci, Mc Alpine et Glenn [15] et 
par Heidelberger et Menzel [40]. Il résulte de leurs recherches 
que les polysaccharides des bacilles tuberculeux humains, 
bovins, aviaires et méme du bacille paratuberculeux de la 
fléole sont sérologiquement identiques. Nos propres expé- 
riences sur les polysaccharides bovins et humains ont confirmé 
cette conclusion [24]. 

Les protéides des bacilles tuberculeux ont été étudiés sur- 
tout par rapport 4 leurs propriétés tuberculiniques. Leurs 
propriétés antigéniques in vivo ont été étudiées également, 
mais surtout a l’état séparé du corps bacillaire et non tels 
qu’ils se trouvent dans la cellule bactérienne intacte. C’est 
ainsi que Heidelberger et Menzel [40] ont fractionné les pro- 
téides des bacilles humains en plusieurs sous-fractions, dont 
trois au moins étaient sérologiquement distinctes. Mais aucune 
n’était spécifique pour le type humain ou bovin. FI. Sei- 
bert [29], en immunisant des lapins avec des protéides de 
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bacilles humains, bovins et aviaires, a obtenu des précipitines 
spécifiques pour les protéides qui avaient servi a la prépara- 
tion des animaux. 

L. Dienes et L. Balas [3] sont les premiers a avoir signalé, 
dans les sérums antibacilles tuberculeux, la présence dun 
anticorps particulier contre les protéides de ces bacilles. Ls 
ont montré que certains de ces sérums, contrairement aux 
autres, réagissent seulement avec les extraits protéidiques, 
mais non avec les extraits lipoidiques des bacilles tubercu- 
leux. Avec G. Sandor [23], nous avons rapporté des consta- 
tations analogues faites sur des sérums antituberculeux expé- 
rimentaux et sur des sérums de malades. Mais comme nos 
préparations protéidiques renfermaient des quantités impor- 
tantes de polysaccharides sérologiquement actifs, nous nous 
sommes demandé si l’activité fixatrice des protéides n’était 
pas due, en réalité, & leur teneur en ces substances. Cette 
question a été étudiée ensuite par K. Meyer [48], qui a constaté 
que l’on peut soumettre une préparation de protéides de 
bacilles tuberculeux 4 une digestion compléte par la trypsine 
sans que son pouvoir fixateur, en présence des sérums anti- 
tuberculeux, en soit affecté. D’autre part, quand on absorbe 
les anticorps polysaccharidiques des sérums antituberculeux 
au moyen d’un antigéne polysaccharidique fixé sur une sus- 
pension de kaolin, les sérums perdent, en méme temps, 
leurs propriétés fixatrices vis-A-vis des protéides. Enfin, les 
anticorps polysaccharidiques absorbés et remis en liberté, par 
chauffage 4 60°, & partir du complexe kaolin-polysaccharide, 
réagissent de nouveau avec les polysaccharides et avec les 
protéides. Ces expériences démontrent que les protéides des 
bacilles tuberculeux ne réagissent avec les sérums antituber- 
culeux que gréce a leur teneur en polysaccharides et que les 
anticorps qu’on avait appelés « protéidiques » sont, en réalité, 
des anticorps polysaccharidiques. 


EXPERIENCES SUR LES PROPRIETES ANTIGENIQUES 
DES BACILLES TUBERCULEUX CHEZ LE CHEVAL. 


Tout en confirmant les observations de K. Meyer, nos 
propres expériences nous ont permis de déceler dans certaias 
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sérums antituberculeux de véritables anticorps protéidiques. 
Au cours de recherches sur les propriétés fixatrices des tuber- 
culines, nous avons étudié une préparation de protéides tuber- 
culiniques de A. Boquet et G. Sandor [2], désignée sous le 
nom de « tuberculine phosphotungstique », et obtenue a partir 
des filtrats de cultures, en milieu synthétique, de la souche 
bovine Vallée. L’examen chimique avait montré qu’elle était 
totalement exempte de polysaccharides (aucun pouvoir réduc- 
teur aprés hydrolyse, réaction de Molisch négative). Examinée 
en présence d’un assez grand nombre de sérums antitubercu- 
leux, elle semblait dépourvue de propriétés fixatrices. Seul le 
sérum d’un cheval (n° 206) préparé par A. Boquet et 
R. Laporte, au moyen de 4 injections intraveineuses de bacilles 
bovins dysgoniques lisses tués 4 70° (2 injections de 20 milli- 
grammes, 2 injections de 15 milligrammes en neuf semaines), 
réagissait fortement avec cette tuberculine. Il apparaissait 
ainsi que ce sérum contenait un anticorps particulier anti- 
protéidique. Pour préciser ce point, nous avons soumis ce 
sérum 4 une analyse compléte de sa composition en anti- 
corps [25]. A cet effet, nous avons examiné le sérum en pré- 
sence d’antigénes protéidiques, d’antigénes polysaccharidiques 
et d’antigénes lipoidiques provenant de souches bovines et de 
souches humaines. 

Comme antigénes protéidiques nous avons employé les pré- 
parations suivantes : 1° la « tuberculine phosphotungstique »; 
2° une préparation de protéides obtenus par précipitation par 
le sulfate d’ammonium a saturation du filtrat de la culture 
d’une souche bovine (Vallée) sur Sauton et purifiés par repréci- 
pitation par l’acide trichloracétique. Cette préparation n’a pas 
de pouvoir réducteur aprés hydrolyse, mais elle donne encore 
la réaction de Molisch ; 3° une préparation analogue obtenue 
a partir des filtrats de cultures d’une souche humaine et don- 
nant une réaction de Molisch trés intense. 

L’antigéne polysaccharidique a été obtenu en précipitant 
par l’alcool méthylique de 80 a 80 p. 100 les polysaccharides 
des eaux-méres qui restent quand on précipite une solution 
des protéides du bacille bovin par l’acide trichloracétique (1). 


(1) Les antigénes protéidiques et polysaccharidiques ont été préparés 
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Comme antigénes lipoidiques, nous nous sommes servi 
d’extraits alcooliques de bacilles tuberculeux bovins et humains 
préparés d’aprés la méthode de A. Boquet et L. Négre (anti- 
génes méthyliques). Les détails de la préparation de tous ces 
antigénes ont été publiés dans un travail antérieur [24]. 

Pour étudier dans quelle mesure le pouvoir fixateur des 
antigénes protéidiques et polysaccharidiques est lié, d'une 
part, a leur teneur en protéides et, d’autre part, a leur teneur 
en polysaccharides, nous avons soumis ces antigénes & l’action 
de la trypsine en ajoutant 4 leur solution a 0,5 p. 1.000 un 
volume égal d’une solution de trypsine a 1 p. 1.000 et en 
alcalinisant légérement. Aprés plusieurs heures a 37°, les 
préparations protéidiques mélangées avec la trypsine n’étaient 
plus précipitables par l’acide trichloracétique ; elles étaient 
donc complétement digérées. Tous ces antigénes non digérés 
et digérés ont été examinés par la réaction de fixation de 
Valexine non seulement avec le sérum antibacille bovin $ non 
absorbé (tableau I, A), mais aussi avec le méme sérum dont 
on avait saturé, au préalable, soit les anticorps polysacchari- 
diques (B), soit les anticorps lipoidiques (C), soit les deux 
anticorps a la fois (D). La saturation des anticorps a été effec- 
tuée d’aprés la méthode de inhibition spécifique décrite anté- 
rieurement {24}. 

Les résultats de ces expériences, reproduits dans le tableau I, 
démontrent que la tuberculine phosphotungstique perd tout 
son pouvoir fixateur sous l’influence de la digestion trypsique, 
ce qui prouve qu'il s’agit bien d’un antigéne protéidique 
exempt de polysaccharides. L’antigéne protéidique bovin 
purifié perd une grande partie de son pouvoir fixateur aprés 
la digestion trypsique. La petite partie qui résiste & la diges- 
tion provient du fait que ces protéides ne sont pas purs, et 
qu’ils renferment des impuretés polysaccharidiques. En effet, 
Vantigéne protéidique digéré ne réagit plus avec le sérum 
dont on a saturé préalablement les anticorps polysacchari- 
diques (tableau I, B, 4° colonne). 
par notre collégue G. Sandor. La_technique de leur préparation a été 
décrite dans deux publications communes (Ces Annales, 53, 1934, 
p. 72 et 55, 1935, p. 163). M. Sandor a bien voulu nous montrer-tous 


les détails de cetle technique. Nous lui en sommes profondément 
reconnaissant. 
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TaBLeau I, 
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Les réactions de l’antigéne polysaccharidique présentent des parti- 
cularités intéressantes. Du fait de sa nature, son pouvoir fixateur étudié 
avec le sérum non absorbé n’est pas influencé par la digestion tryp- 
sique. Quand on l’examine avec le méme sérum privé, par saturation, 
des anticorps polysaccharidiques, le pouvoir fixateur du polysaccharide 
digéré disparait complétement, tandis que le polysaccharide non digéré 
fixe encore ce sérum A un certain taux (tableau I, B, 5° colonne). Ceci 
prouve que l’antigéne polysaccharidique n’est pas tout a fait pur, 
mais qu’il contient une trace d’antigéne protéidique. Cette prépara- 
tion non digérée des polysaccharides provoque d’ailleurs, chez le cobaye 
tuberculeux, des réactions tuberculiniques, ce qui indique également 
qu’elle contient des protéides. 


En présence du méme sérum de cheval, antibacilles bovins §, 
les protéides isolés du bacille humain se comportent autre- 
ment que les protéides isolés du bacille bovin. Bien qu ils 
aient la méme teneur en protéides, les premiers réagissent 
beaucoup plus faiblement avec le sérum antibacilles bovins S$ 
que les seconds. Leur pouvoir fixateur résiste entiérement a 
la digestion par la trypsine, il est méme accru par la diges- 
tion, probablement 4 cause d’une libération d’antigéne poly- 
saccharidique hé aux protéides. Le pouvoir fixateur des pro- 
téides non digérés et des protéides digérés disparait si l’on 
sature les anticorps polysaccharidiques du sérum (tableau I, B, 
7° et 8° colonnes). L’antigéne actif des protéides du bacille 
humain réside done dans les polysaccharides ; les protéides 
proprement dits sont sérologiquement inactils. Nous verrons 
plus loin qu’ils ne se comportent pas de méme vis-a-vis de 
certains sérums de cobayes. 

Nos expériences montrent encore que les substances lipoi- 
diques n’interviennent ni dans le pouvoir fixateur des pro- 
téides, ni dans celui des polysaccharides, puisque ces deux 
antigénes réagissent parfaitement avec le sérum dont on a 
saturé, au préalable, les anticorps lipoidiques (tableau I, €). 

Liexpérience représentée dans le tableau I, D démontre 
qu'on peut saturer simultanément les anticorps lipoidiques 
et polysaccharidiques sans influencer le pouvoir fixateur du 
sérum pour les protéides du bacille bovin. 

La présence, dans le sérum examiné, d’un anticorps prolér- 
dique vrai est ainsi prouvée. Cet anticorps réagit eaclusive- 
ment avec les protéides du bacille bovin (2). 


(2) Nos expériences ont été confirmées par K. Meyer [49]. 
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A titre de comparaison, nous rapportons des expériences 
analogues effectuées sur le sérum d’un cheval préparé par des 
injections intraveineuses de BCG et dépourvu d’anticorps pro- 
téidiques (tableau II). Ce sérum ne réagit pas avec la tuber- 
culine phosphotungstique et il ne réagit avec un autre anti- 
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géne protéidique bovin non purifié que parce que cette prépa- 
ration renferme des impuretés polysaccharidiques. En effet, 
le pouvoir fixateur de cette préparation résiste 4 la digestion 
trypsique et il disparait lorsqu’on absorbe les anticorps poly- 
saccharidiques du sérum par un excés d’antigéne polysaccha- 
ridique (tableau II, B). Ce dernier sérum ne contient donc pas 
d’anticorps protéidiques, mais seulement des anticorps poly- 
saccharidiques. 
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ExpERIENCES SUR LES PROPRIETES ANTIGENIQUES 
DES BACILLES TUBERCULEUX CHEZ LE LAPIN. 


Ces premiéres observations nous ont incité & entreprendre 
des expériences plus étendues sur le pouvoir antigénique des 
bacilles tuberculeux en nous servant, comme animaux d’expé- 
riences, de lapins [26]. Pour la préparation des animaux neous 
avons utilisé des souches bovines lisses, des souches bovines. 
rugueuses et des souches humaines. Les souches bovines lisses 
ont été cultivées sur le milieu au foie et sur le milieu a |’ceuf- 
sérum (d’aprés la formule de R. Laporte) ; les souches bovines 
rugueuses sur le milieu de Loewenstein ou sur le milieu de 
Sauton. Deux souches humaines ont été cultivées sur le miliew 
de Sauton, une troisiéme souche sur le milieu a |’ceut-sérum. 

Les diverses cultures stérilisées & 80°, séchées et pulvé- 
risées ont été injectées a des lapins par voie sous-cutanée, 
péritonéale ou intramusculaire & la dose de 380 a 100 milli- 
grammes (pesées a l'état sec). Pour augmenter leur pouvoir 
antigéne nous avons enrobé les bacilles dans l’huile de vase- 
line, d’aprés la technique de A. Saenz [22]. En effet, J. Freund, 
Casals et Hosmer [4] et N. Rist [24] ont montré que ce procédé 
augmeute le pouvoir antigéne des bacilles tuberculeux morts. 
Chez une partie des animaux, l’injection fut répétée aprés 
deux 4 quatre mois. En outre, nous avons préparé 6 lapins 
par une injection sous-cutanée de 100 milligrammes de bacilles 
humains vivants suivie, quatre semaines plus tard, d’une 
mjection de 0,4 4 4 milligramme des mémes bacilles vivants 
par voie veineuse. Tous les animaux ont été examinés a des 
intervalles de deux a& trois semaines pendant plusieurs 
semaines et quelques-uns jusqu’d six mois quant a la présence 
@anticorps protéidiques, polysaccharidiques et lipoidiques. 

Les différents antigénes protéidiques, polysaccharidiques et 
lipoidiques des souches bovines et humaines ont été préparés 
daprés les techniques déja décrites [24]. 

Les résultats de ces recherches peuvent étre résumés ainsi 
les sérums des 16 lapins préparés avec des souches humaines 
tuées cultivées en liquide de Sauton (8 lapins) ou sur le milieu 


XN 


& loeuf-sérum (2 lapins), ou préparés avec des souches 


tl 
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humaines vivantes (6 lapins) et les sérums de 4 lapins pré- 
parés avec les souches bovines rugueuses cultivées sur Sauton 
ou sur Loewenstein contenaient tous des anticorps lipoidiques 
et polysaccharidiques, mais nous n’avons jamais constaté chez 
ces animaux la présence d’un anticorps protéidique. 

Par contre, les sérums de & lapins sur 12 préparés avec des 
souches bovines lisses, contenaient non seulement des anti- 
corps lipoidiques et polysaccharidiques, mais encore des quan- 
tités plus ou moins grandes d’anticorps protéidiques. Ces anti- 
corps atteignent, en général, leur titre maximum entre la 
troisiéme et la huitiéme semaine aprés l’injection. Ils réagis- 
sent avec les protéides des souches bovines, mais non avec les 
protéides des souches humaines. II s’agit donc d’anticorps 
spécifiques pour les protéides du bacille bovin. 

Nous reproduisons dans le tableau III les résultats des réac- 
tions de fixation de Valexine obtenus avec un sérum anti- 
bacilles humains et avec un sérum antibacilles bovins S, en 
présence de plusieurs antigénes : 1° deux antigénes protéi- 
diques provenant d’une souche bovine rugueuse (Vallée) 
[tuberculine phosphotungstique et protéide bacille bovin] (3) ; 
2° un antigéne protéidique provenant- d’une souche humaine 
(protéide bacille humain), et 3° un antigéne polysaccha- 
ridique bovin. On examine deux échantillons de chaque anti- 
géne : lun est lantigéne tel quel et l’autre 1’antigéne 
soumis préalablement a laction de la trypsine. Chaque 
sérum est examiné d’abord tel quel, puis apres saturation de 
ses anticorps polysaccharidiques par un excés de l’antigéne 
polysaccharidique d’une souche humaine. 

De la lecture du tableau III il ressort que le sérum du lapin 
préparé par des bacilles humains (tableau III, A) se comporte 
exactement comme le sérum de cheval anti-BCG (tableau II) ; 
il ne contient pas d’anticorps protéidiques. Le sérum du lapin 
préparé par des bacilles bovins lisses (tableau HI, B) se 
comporte, au contraire, comme le sérum du cheval ayant requ 
des injections de bacilles bovins lisses (tableau I). Il contient 
des anticorps protéidiques spécifiques pour le bacille bovin. 

(3) Les souches bovines lisses poussant trés pauvrement en milieu 


liquide, nous avons renoncé jusqu’ici 4 en extraire un anligene protéi- 
dique. 


DILUTIONS 
des 
antigénes 


Oliexe. 25 


A. — 0 c.c. 25 de sérum de lapin 5 


ee ee eee 
FONE awa 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ORCriGs 


TasBLeau III. 


25 DES SOLUTIONS D’ANTIGENE A 1 pb. 1.000 


Tuberculine 


-phosphotungstique 


Proltéide 
b. bovin 


non 


digérée digérée 


non 
digéré 


digéré 


+ 
+ 


OnCaG. 


25 (8 cent. cubes de sérum 


Polysaccharide 
b. bovin 


Protéide 
b. humain 


non 
digéré 
een 


{ 


| |+4++++4++ 


digéré 


|+t+++44+4+ 


non 
d igéré 


33 antibacilles humains dilué a 1: 2 


| 


533 dilué a 1:10 


+8 cenl. cubes d'anligéne polysaccharidique a 1 p. 100 dilué a 


+ 


| 
| 


+ 


digéré 


[1d b+++4+4+ 


S 
> 


. 25 de sérum de lapin D77 antibacilles bovins S dilué a 1: ¢ 


| +++ Ht 


dilué a7: 
100 dilué a 


. 25 (8 cent. cubes de sérum de lapin Di77 
. cubes Wantligéne polysaccharidique a 1 p. 


Les deux sérums contiennent en outre des anticorps poly- 
saccharidiques et des anticorps lipoidiques (ces derniers ne 
sont pas représentés dans le tableau HI). 

Ces expériences confirment donc que seules les souches 
bovines lisses sont capables d’engendrer des anticorps protéi- 
diques et que ces anticorps sont strictement spécifiques pour 
les protéides des bacilles bovins. Les souches bovines rugueuses 
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et les souches humaines, par contre, ne provoquent que l’appa- 
rition d’anticorps polysaccharidiques et lipoidiques non spé- 
cifiques. 


IDENTIFICATION SEROLOGIQUE DES BACILLES TUBERCULEUX BOVINS. 


Les sérums contenant des anticorps spécifiques pour le 
bacille bovin peuvent servic pour l’identification sérologique 
des souches bovines ; mais il est nécessaire d’isoler au préa- 
lable les protéides des souches A examiner. A cet effet, on 
opére de la maniére suivante : 


On ensemence la souche a identifier sur le milieu de Sauton. Lorsque 
Ie voile est abondamment développé, ce qui demande environ trois a 
huit semaines suivant le degré d’adaptation des souches a ce milieu, 
on sépare le milieu de culture et les bacilles par filtration sur papier 
Chardin. On stérilise ensuite le filtrat par une deuxiéme filtration a tra- 
vers un filtre bactériologique (filtre Seitz, plaque d’amiante). On sature 
Je filtrat avec du sulfate d’ammonium A raison de 600 grammes par 
litre de filtrat. Un précipité apparait. On le laisse déposer pendant vingt- 
quatre heures, on décante le liquide surnageant et on recueille le préci- 
pité par centrifugation. On le redissout dans l’eau distillée en ajustant 
le pH @ la neutralité avec I goutte d’ammoniaque. Une partie du préci- 
pité est insoluble. On dialyse la solution dans un sac de collodion 
contre l’eau courante pendant vingt-quatre heures, puis on élimine les 
substances non dissoutes par centrifugation et on desséche la solution 
dans le vide sulfurique. 

On prépare ensuite une solution du protéide 4 0,5 p. 1.000 dans l’eau 
physiologique. On la partage en deux parties. Une partie est mélangée 
avec un volume égal d’une solution de trypsine 4 1 p. 1.000, l’autre 
avec un volume égal d’eau physiologique. On alcalinise les deux solu- 
tions légérement avec quelques gouttes de soude n/20, on ajoute 
comme antiseptique un cristal de thymol et on laisse les deux solutions 
pendant vingt-quatre heures A 1’étuve. On s’assure ensuite que la 
solution contenant la trypsine est complétement digérée en vérifiant 
qu’elle n’est plus précipitable par l’acide trichloracétique. 

Pour effectuer la réaction, on prépare une série de dilutions de plus 
en plus grandes de la solution non digérée et de la solution digérée du 
protéide, chaque tube contenant un volume de 0 c. c. 25. On ajoute 
2% tous les tubes 0 c. c. 25 du sérum antibacilles bovins S, riche en 
anticorps protéidiques, et 0 c. c. 25 d’alexine diluée 4 1:15. On laisse 
les mélanges pendant une heure 4 l’étuve, puis on ajoute 4 chaque 
tube 0c. c. 5 d’un mélange, en parties égales, de globules de mouton 
a 5 p. 100 et de sérum anti-globules de mouton (2 doses minima 


lysantes). 


Les résultats de l’expérience sont notés aprés l’hémolyse 
des témoins et interprétés de la maniére suivante : si les pro- 
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téides non digérés donnent la réaction de fixation d’alexine 
A des dilutions plus étendues que les protéides digérés, il s’agit 
de protéides d’une souche bovine. Si les protéides non digé- 
rés et les protéides digérés réagissent aux mémes dilutions, 
ou si les protéides digérés réagissent méme plus fortement 
que les protéides non digérés, les protéides ne sont pas d’ori- 
gine bovine. 

En raison de la nécessité de cultiver les bacilles sur le milieu 
de Sauton, la méthode d’identification des souches bovines 
n’est applicable qu’& des souches bovines rugueuses et eugo- 
niques ; mais ceci ne diminue pas la valeur pratique de la 
méthode. En effet, ce sont précisément les souches bovines 
rugueuses qu’on peut confondre facilement avec les souches 
humaines & cause de leurs caractéres culturaux identiques. 

Nous avons examiné, d’aprés cette méthode, les protéides 
de 9 souches bovines virulentes et d’une souche bovine de 
virulence atténuée [souche n° 17 (4)]. Tous ont donné la réac- 
tion caractéristique des protéides des bacilles bovins. Par 
contre, les protéides de 10 souches humaines dont 9 de viru- 
lence normale et une trés atténuée (la souche américaine R, 
de Trudeau), et les protéides d’une souche aviaire n’ont pas 
réagi avec l’anticorps protéidique (tableau IV). 

D’aprés ces expériences, la réaction est, en effet, strictement 
spécifique pour les souches bovines. Nous devons cependant 
signaler deux exceptions concernant des souches bovines 
dépourvues de virulence. La premiére est la souche BCG qui, 
malgré son origine bovine, n’a pas pu étre identifiée comme 
telle. Nous en avons étudié deux préparations protéidiques, 
provenant de cultures-Agées de trois et de six semaines. Elles 
ne réagissaient que par leurs impuretés polysaccharidiques. 

La deuxiéme exception concerne la souche Tb 48 de Uhlen- 
huth [380]. Cette souche a été isolée en 1902 du ganglion mésen- 
térique d’un boeuf tuberculeux. Les examens de sa virulence 
elfectués dans les années 1924 & 1930 ont montré qu’elle ne 
possédait plus aucune virulence pour le lapin et que sa_viru- 
lence pour le cobaye était trés réduite et irréguliére. Si 
Vobservation se confirmait que les souches bovines devenues 


(4) Nous devons cette souche A la grande obligeance du Professeur 
St. A. Grirrita auquel nous exprimons notre gratitude. 
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inoffensives ne renferment plus l’antigéne protéidique bovin 
spécifique, la question se poserait de savoir si cet antigéne 
intervient dans la virulence. Des souches bovines rugueuses 
entiérement dépourvues de virulence ont été récemment obte- 
nues par J. Frimodt-Méller [5] par simple « dissociation » a 
partir de souches bovines dysgoniques lisses atténuées. Il 
serait intéressant de savoir comment ces variantes se compor- 
tent au point de vue sérologique. 

Abstraction faite des deux souches mentionnées, la pré- 
sence de l’antigéne protéidique dans les souches bovines nous 
est apparue comme un caractére trés stable. Ainsi une culture 
de la souche bovine Vallée qui avait subi 168 passages sur 
pomme de terre biliée et dont la virulence était restée un peu 
supérieure a celle du BCG, se comportait dans ses réactions 
sérologiques, comme une souche bovine. Il en est de méme 
pour la souche « Ratti », considérée autrefois comme souche 
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humaine, mais qui, d’aprés les recherches effectuées par 
A. Boquet [4], posséde la virulence d’une souche bovine. 

Le tableau IV montre les réactions des protéides de quel- 
ques-unes des souches étudiées en présence de deux sérums 
antibacillaires bovins S (cheval n° 206 et lapin n° D 77). Les 
résultats obtenus avec les deux sérums sont identiques. Ces 
sérums sont donc de valeur égale pour l’identification des 
souches bovines. 

Il sera trés probablement possible de simplifier la technique 
de l’identification sérologique des souches bovines. Ainsi, au 
lieu de précipiter les protéides des filtrats de culture, nous 
avons employé, comme antigénes, les filtrats eux-mémes 
dont on soumettait une partie 4 la digestion trypsique selon 
la technique habituelle. Dans les quelques cas étudiés, cette 
méthode nous a donné pleine satisfaction. 


SERO-DIAGNOSTIC DE LA TUBERCULOSE A BACILLE BOVIN 
CHEZ L’HOMME. 


On peut se demander si les anticorps protéidiques bovins 
apparaissent aussi dans les cas de tuberculose bovine chez 
Vhomme. Les expériences faites par K. Meyer [20] et par 
nous-méme [27] montrent qu’il en est réellement ainsi. 
K. Meyer’s’est servi, dans ses expériences, de la « tuberculine 
phosphotungstique » de Boquet et Sandor dont nous avions 
montré les propriétés spécifiques. Nous-méme avons employé 
des préparations de protéides bovins purifiés (obtenus par 
précipitation par le sulfate d’ammonium et purifiés par repré- 
cipitation par l’acide trichloracétique), qui s’étaient montrées 
particuliérement actives dans nos expériences sur les sérums 
expérimentaux. 

La technique de la réaction de fixation de l’alexine est 
tout a fait analogue 4 la technique précédemment employée. 


On prépare des séries de dilutions de plus en plus grandes de J’anti- 
géne protéidique bovin non digéré, d’une part, et du méme antigéne 
préalablement digéré par la trypsine, d’autre part. Chaque tube con- 
tient 0 c. c. 1 d’antigéne. On ajoute ensuite partout 0 c. c. 1 du sérum 
de malade et 0 c. c. 1 d’alexine diluée 4 1:15 et on met les mélanges 
i V’étuve pendant quatre-vingt-dix minutes. Puis on ajoute 0 c. c. 2 
c’un mélange, en parties égales, de globules de mouton et de sérum 
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anti-globules de mouton (1, 1/2 doses minima lysantes) et on note les 
résultats lorsque l’hémolyse dans les tubes témoins du sérum est 
achevée, Etant donné que le titre des sérums en anticorps protéidiques 
est souvent faible, il est avantageux de ne pas diluer le sérum du 
malade ou de le diluer 41: 2. On interpréte les résultats comme plus 
haut. 


Pour vérifier la spécificité des anticorps protéidiques, nous 
avons employé simultanément une préparation de protéides 
d’une souche bovine et d’une souche humaine. Les anticorps 
polysaccharidiques ont été décelés au moyen des protéides 
digérés par la trypsine, les anticorps lipoidiques au moyen 
d’un « antigéne méthylique ». 

Le tableau V montre le résultat d’une telle expérience faite 
avec le sérum d’un malade infecté par un bacille humain (A) 
et avec le sérum d’un malade infecté par un bacille bovin (B). 
Le premier sérum réagit avec les antigénes protéidiques bovins 
et humains non digérés moins fortement qu’avec les mémes 
antigénes digérés. Ceci indique qu’il ne contient que des anti- 
corps polysaccharidiques. Le sérum de malade infecté par le 
bacille bovin, par contre, réagit avec l’antigéne protéidique 
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bovin non digéré beaucoup plus fortement qu’avec le méme 
antigéne digéré. Il contient donc des anticorps protéidiques 
vrais. La spécificité de ces anticorps pour le bacille bovin 
ressort du fait qu’ils ne réagissent pas avec l’antigéne protéi- 
dique humain. Ce dernier antigéne réagit avec le sérum seule- 
ment par sa teneur en polysaccharides. 

D’aprés cette méthode nous avons examiné 22 sérums de 
malades infectés par le bacille humain et 23 sérums de 
malades infectés par le bacille bovin. L’origine bovine du 
bacille infectant avait été vérifiée par la culture. Aucun des 
22 sérums des malades infectés par le bacille humain n’a 
réagi avec les antigénes protéidiques. Dix-huit ont réagi avec 
Vantigéne lipoidique et & avec l’antigéne polysaccharidique 
(protéides digérés). Par contre, sur 23 sérums de malades 
infectés par le bacille bovin (5), 14 ont donné une réaction 
positive avec l’antigéne protéidique bovin (6). Aucun de ces 
sérums n’a réagi avec lantigéne protéidique du_bacille 
humain. Tous les sérums gui contenaient des anticorps pro- 
téidiques réagissaient également avec les antigénes polysac- 
charidiques et lipoidiques. 

L’étude des sérums des tuberculeux infectés par le bacille 
humain ou par le bacille bovin confirme donc entiérement 
les observations expérimentales. Dans les infections dues au 
bacille humain, on ne trouve que des anticorps lipoidiques et 
polysaccharidiques non spécifiques ; dans les infections dues 
au bacille bovin, par contre, on trouve, en-dehors des mémes 
anticorps, et cela assez fréquemment, des anticorps protéi- 
diques spécifiques pour le bacille bovin. La présence de ce 
dernier anticorps dans le sérum d’un malade permet d’affirmer 
que le malade a été infecté par le bacille bovin. 


(5) Cinq sérums de malades ayant une phtisie pulmonaire d’origine 
bovine nous ont été envoyés par M. P. W. Epwarons (Angleterre, Market 
Drayton). Dix-huit sérums de malades infectés par le bacille bovin nous 
ont 6té envoyés par M. K. Meyer (Berck-Plage). Nous exprimons 3 
MM. Epwanps ct Mryrr notre gratitude pour leur grande obligeance. 

(6) Les 12 autres sérums, sauf 1 qui ne réagissait avec aucun anti- 
gene, ont donné une réaction positive seulement avec les antigeénes 
lipoidique et polysaccharidique. 
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EXPERIENCES SUR LES PROPRIETES ANTIGENIQUES 
DES BACILLES TUBERCULEUX CHEZ LE COBAYE. 


Dans toutes nos études faites sur le cheval, sur le lapin 
et sur l’homme, les protéides des bacilles tuberculeux humains 
se sont montrés dépourvus de  propriétés antigéniques 
im vivo et mm vitro. Ce fait était surprenant, étant donné les 
réactions allergiques trés violentes que ces protéides provo- 
quent chez les sujets tuberculeux. C’est pourquoi nous avons 
continué nos recherches sur la structure antigénique des 
bacilles tuberculeux en nous adressant encore A d’autres 
espéces animales et, en particulier, au cobaye [28]. 

Comme dans les expériences sur le lapin, nous avons pré- 
paré des cobayes par une seule injection sous-cutanée ou intra- 
musculaire, dans la nuque, de 10 milligrammes de bacilles 
tuberculeux tués, desséchés, pulvérisés et enrobés dans I’huile 
de vaseline. Les bacilles injectés provenaient : 1° de souches 
bovines lisses cultivées sur le milieu au foie ou & |’ceuf-sérum; 
2° d’une souche bovine rugueuse (Vallée) cultivée sur Sauton; 
3° d’une souche humaine cultivée sur Sauton et 4° d’une 
souche humaine cultivée sur ceuf-sérum. Les animaux ont été 
saignés trois & quatorze semaines aprés l’inoculation et leurs 
sérums ont été examinés d’aprés la technique habituelle. 

Parmi les 7 sérums des cobayes préparés par des bacilles 
tuberculeux humains cultivés sur différents milieux, aucun 
n’a réagi avec l’antigéne protéidique bovin ou humain. Par 
contre, ces sérums réagissaient soit avec l’antigéne lipoidique, 
soit avec l’antigéne polysaccharidique, soit avec les deux 
antigénes (tableau VI, A). Le sérum d’un cobaye préparé avec 
la culture bovine rugueuse (les autres animaux étaient morts 
prématurément) ne réagissait pas non plus avec les antigénes 
protéidiques, mais il réagissait avec l’antigéne polysacchari- 
dique. Ces résultats concordent entitrement avec nos obser- 
vations antérieures sur les propriétés antigéniques des bacilles 
humains et des bacilles bovins rugueux. 

Quant aux sérums des cobayes préparés avec des souches 
bovines lisses, 148 sur 27 ont contenu des anticorps pro- 
téidiques. Mais, dans 6 cas seulement, ces anticorps étaient 
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spécifiques pour les protéides des bacilles bovins. Dans 9 cas, 
les anticorps protéidiques réagissaient non seulement avec 
les protéides des bacilles bovins, mais encore avec les pro- 
téides des bacilles humains (tableau VI B). Les réactions en 
présence des deux protéides présentaient la méme intensité. 
Aucun sérum ne réagissait avec les protéides d’un_ bacille 
aviaire. Contrairement aux anticorps protéidiques des sérums 
antibacilles bovins S du cheval, du lapin ct de Vhomme, les 
anticorps correspondants des sérums de cobayes sont donc 
spécifiques pour l’espéce des bacilles tuberculeux des mammi- 
féres sans distinction de type. Le tableau VII représente les 
réactions des protéides de quelques souches bovines et 
humaines en présence d’un sérum de cobaye préparé avec des 
cultures bovines lisses. On y voit que les protéides des souches 
bovines et humaines atténuées (Tbh 18 et R,) réagissent égale- 
ment avec ces sérums. Seuls les protéides du BCG se montrent 
inactifs. Ils se comportent, en effet, comme des antigénes 
polysaccharidiques. 

On peut se demander si c’est le méme anticorps qui fixe les 
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protéides des bacilles bovins et humains cu si le sérum de 
cobayes contient deux anticorps différents dont chacun réagit 
avec l'un des protéides. Pour répondre a cette question, nous 
avons fait des expériences de saturation des anticorps par des 
protéides bovins, d’une part, et par des protéides humains, 
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d’autre part. La saturation a été effectuée d’aprés la méthode 
de l’inhibition spécifique [24]. Ces expériences ont montré que 
les protéides du bacille humain et les protéides du _ bacille 
bovin sont capables de saturer les affinités du sérum vis-a-vis 
de ces deux antigénes. Le sérum ne contient donc qu’un seul 
anticorps protéidique qui réagit avec lantigéne protéidique 
commun aux bacilles bovins et aux bacilles humains (7). 

A cété de l’anticorps protéidique on trouve assez souvent 
dans les sérums antibacilles bovins ‘S de cobaye, des anticorps 
polysaccharidique et lipoidique qui se comportent comme 
les anticorps correspondants des sérums des autres espéces 
animales. 


(7) Trois sérums réagissaient avec les protéides des bacilles bovins un 
peu plus fortement qu’avec les protéides des bacilles humains. Ce fait 
laisserait 4 penser que ces sérums renferment 4 la fois ]’anticorps pro- 
téidique commun et l’anticorps protéidique spécifigue pour le bacille 


hovin. 
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CONCLUSIONS. 


L’étude des propriétés antigéniques du bacille tuberculeux 
chez le cheval et chez le lapin nous a permis de mettre en 
évidence, dans les sérums des animaux préparés par des 
bacilles bovins provenant de cultures lisses, un nouvel anti- 
corps qui n’existe ni dans le sérum des animaux préparés par 
des bacilles bovins provenant de cultures rugueuses ni dans 
le sérum des animaux préparés par des bacilles humains. Kn 
effet, si ces deux derniers groupes de sérums ne renferment 
que des anticorps réagissant avec les fractions lipoidique et 
polysaccharidique des bacilles tuberculeux, les sérums des 
animaux préparés par des bacilles bovins lisses renferment, 
en.outre, un anticorps réagissant avec les protéides du bacille 
tuberculeux bovin. 

Les anticorps lipoidique et polysaccharidique réagissent non 
seulement avec les substances lipoidiques et polysacchari- 
diques communes aux bacilles tuberculeux des mammiféres, 
mais encore avec les fractions eorrespondantes de certains 
autres bacilles acido-résistants. Ils ne sont donc pas spéci- 
fiques. L’anticorps protéidique, au contraire, réagit exclusi- 
vement avec les protéides des bacilles tuberculeux bovins. Sa 
spécificité a été vérifiée par l'étude de son pouvoir fixateur 
en présence des protéides de 12 souches bovines eugoniques 
et de 10 souches humaines. Tous les protéides provenant de 
souches bovines ont donné une réaction. positive avec l’anti- 
corps protéidique, sauf ceux de 2 souches presque totalement 
dépourvues de pouvoir pathogéne (BCG et Th 48 Uhlenhuth). 
Les protéides des souches humaines, par contre, n’ont pas 
réagi avec cet anticorps. Hl en résulte que la réaction de 
anticorps protéidique est strictement spécifique et qu’elle 
peut. servir pour Videntification des souehes bovines. 


La présence d’anticorps spécifiques pour les protéides des 


bacilles bovins a été constatée également dans le sérum 
d’hommes iniectés par le bacille bovin. Sur 28 sérums de 
malades infectés par un bacille bovin, 44 ont fourni une séro- 
réaction positive avec Vantigéne protéidique tuberculeux 
bovin. Les sérums de 22 malades infectés par le bacille tuber- 
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culeux humain, par contre, n’ont pas réagi avec cet antigéne. 
Ces derniers sérums ne réagissaient qu’avec l’antigéne lipoi- 
dique et avec l’antigéne polysaccharidique. La recherche de 
Vanticorps protéidique dans le sérum des malades permet 
donc, dans un certain nombre de cas, de déceler l’origine 
bovine du bacille infectant. 

Nous avons étudié également les propriétés antigéniques 
des bacilles tuberculeux sur le cobaye. Comme les autres ani- 
maux d’expérience, le cobaye répond aA Vinoculation de 
bacilles tuberculeux humains et de bacilles bovins du type 
rugueux par la seule production d’anticorps lipoidiques et 
polysaccharidiques. L’injection de bacilles bovims du type 
lisse provoque, en outre, l’apparition d’anticorps protéidiques. 
Ces anticorps sont, dans un certain nombre de cas, stric- 
tement spécifiques pour les protéides des bacilles bovins. 
Plus souvent ils réagissent aussi bien avec les protéides des 
bacilles humains qu’avec les protéides des bacilles bovins, 
mais ils ne réagissent pas avec les protéides des _bacilles 
aviaires. Ces anticorps sont donc spécifiques pour un anti- 
géne protéidiqgue commun aux bacilles humains et bovins. 

Nous connaissons donc actuellement deux anticorps pro- 
téidiques différents : l'un spécifique pour les protéides parti- 
culiers au bacille bovin, et l’autre, rencontré seulement chez 
le cobaye, spécifique pour les protéides communs aux bacilles 
bovins et humains. Nous devons en conclure que les bacilles 
bovins renferment deux antigénes protéidiques différents 
l'un spécifique pour le type bovin, l’autre commun au type 
bovin et au type humain et spécifique pour l’espéce des 
bacilles tuberculeux des mammitléres. Les bacilles humains 
ne renferment que ce dernier antigéne. 

On peut s’étonner que l’anticorps réagissant avec les pro- 
téides communs aux bacilles tuberculeux des mammiféres 
apparaisse seulement chez le cobaye et non chez les autres 
animaux. Mais on sait que, d’une facon générale, le cobaye 
se sensibilise vis-d-vis des substances protéidiques beaucoup 
plus facilement que d’autres espéces animales. C’est l’animal 
de choix pour les expériences d’anaphylaxie. 

Les résultats rapportés nous permettent de tracer un 
schéma de la structure antigénique des bacilles tuberculeux 
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Schéma de la structure antigénique des bacilles tuberculeux 
bovins et humains. 


ANTIGENES ANTICORPS 
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tw 2 
2 ee. at ee ee 
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Type Type 
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injectés injectés Lapin, cheval ohare 
et homme : 


Bovin S.. .|l po pr*t-pr*} Bovina 'S. .| i Po Pre L Po Pr? ou L Po Pit 
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Antigeénes : 1, antigéne lipoidique; po, antigéne polysaccharidique; pr*, antigéne protéi- 
dique spécifique pour le bacille bovin; pr?, anligéne protéidique commun aux hacilles 
bovins et humains. ; 

Anticorps : L, anticorps lipoidique; Po, anticorps polysaccharidique; Pr‘, anticorps 
protéidique bovin spécifique ; Pr?, anlicorps protéidique commun. 


des mammitéres (tableau xxx). Ces bacilles possédent un anti- 
géne lipoidique et un antigéne polysaccharidique qui leur 
sont communs avec d'autres espéces de bacilles acido- 
résistants. Ils contiennent un antigéne protéidique qui est 
spécifique pour l’espéce des bacilles tuberculeux des mammi- 
féres. Les bacilles bovins possédent en outre un antigéne 
protéidique spécifique pour ce type. 

La transformation des cultures lisses de bacilles tuber- 
culeux bovins en cultures rugueuses n’affecte pas les carac- 
teres antigéniques de ces bacilles, du moins en ce qui con- 
cerne les réactions de fixation de l’alexine. Mais les bacilles 
bovins en culture rugueuse semblent avoir perdu la faculté 
de provoquer in vivo apparition d’anticorps protéidiques. 
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CONTRIBUTION 
A VETUDE DES CONJONCTIVITES RICKETTSIENNES 
DES PETITS RUMINANTS 


par M.-L. LEVI. 


(Laboratoire National de Recherches, Alfort.) 


C’est en 1934 que pour la premiére fois Coles a, dans 
V’ Afrique du Sud, attribué 4 une Rickettsia (Rickettsia con- 
jonctive), certaines formes de conjonctivites contagieuses des 
petits ruminants. Il retrouva par la suite le méme agent cau- 
sal dans des conjonctivites des bovidés. 

Depuis, plusieurs auteurs ont confirmé ses observations. 
C’est ainsi que des cas de ces mémes conjonctivites furent 
signalés, d’abord chez les ovins en Algérie (Donatien et Les- 
toquard, 1937), en Tunisie (M"° G. Cordier et J. Ménager, 1937), 
dans les Etats du Levant (L. Pigoury, 1937), en France (Lafe- 
nétre, Juillet 19388, Rinjard et Lévi, aout 1938), puis chez les 
bovins, par Donatien et Lestoquard en Algérie, 1937, et Rossi 
et Détroyat en France, 1938. ; 

Dans cette note, nous nous proposons d’étudier les con- 
jonctivites contagieuses des petits ruminants, telles qu’elles 
se présentent dans ce pays, uniquement au point de vue é€pi- 
démiologique et étiologique, en donnant, chemin faisant, les 
résultats de quelques recherches expérimentales qui nous 
semblent intéressantes. 


Epmimiotocire. — Nous avons pu mettre en évidence cette 
alfection spécifique dans les départements suivants : Seine, 
Oise, Seine-et-Marne, l’Indre et la Charente. Il n’est pas 
douteux que son aire géographique soit plus étendue ; Lafe- 
nétre lavait déji signalée dans ]’Hérault chez les ovins, et 
Rossi et Détroyat dans les départements de la Loire et de la 
Sadne-et-Loire chez les bovins. 
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L’infection naturelle se voit en toutes saisons, mais prin- 
cipalement en été. Elle se propage dans un troupeau & la suite 
de introduction d’un animal malade, ou cliniquement guéri, 
la guérison n’étant pas forcément suivie de la disparition du 
germe causal qui peut persister dans une conjonctive appa- 
remment normale pendant plusieurs semaines et méme plu- 
sieurs mois. 

La contagion se fait trés facilement par contact direct. Les 
rapports de promiscuité des animaux & la bergerie, les larmes, 
les ébrouements, le jetage nasal facilitent cette transmission. 
Il n’est donc pas nécessaire de faire intervenir ici, comme 
dans les autres Rickettsioses, un agent vecteur. En effet, nous 
avons pu constater a plusieurs reprises que des animaux 
neufs, placés dans le méme local avec un ou des malades, 
s’infectaient régulitrement au bout d’un laps de temps 
variable, sans que nous ayons pu mettre en évidence le 
moindre hoéte transmetteur. 

Donatien et Lestoquard ont montré que les agneaux se con- 
taminent dés les premiers jours ou dés les premiéres heures 
qui suivent leur naissance. Dans le troupeau infecté du Labo- 
ratoire de Recherches, il nous a été donné d’observer des 
agneaux Agés de quelques heures ou de quelques jours atteints 
de conjonctivite rickettsienne. Les brebis en léchant leurs 
petits peuvent les inoculer directement, du fait de la virulence 
de leurs larmes ou de leur jetage. Si cette contamination par 
la mére n’a pas lieu, les jeunes sujets peuvent s’infecter au 
contact des autres animaux du troupeau. En examinant en 
série le produit de J’écouvillonnage nasal des animaux 
malades, on arrive 4 déceler des éléments rickettsiens ou 
rickettsoides contenus dans des cellules épithéliales de pro- 
venance certainement conjonctivale. 

oe 
* ok 

Au point de vue symptomatologique, on note sur un 
nombre progressivement croissant d’animaux, d’abord de la 
congestion des paupiéres, du larmoiement, de la sensibilité, 
de la photophobie, tous symptémes d’une conjonctivite aigué. 
Les larmes, séreuses au début, deviennent louches, puru- 
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lentes ensuite, et s’écoulent sur le chanfrein 4 partir de 
langle interne de l’ceil en agglutinant les poils qui se trou- 
vent sur leur parcours. Au bout d’une vingtaine de jours 
environ, on voit généralement se développer sur la conjonc- 
tive des  follicules saillants d’un demi-millimétre de 


Fic. 4. — Rickettsia conjonctivae : une cellule épithéliale de conjonctive du 
monton montrant de trés nombreux corps élémentaires. Les parois de la 
cellule ont éclaté. (Photo P. Gayaudan. Gross. 1.700.) 


diamétre, qui restent isolés ou se groupent en amas plus ou 
moins denses situés de préférence sur le corps clignotant. Ce 
sont des productions lymphoides, presque pathognomo- 
niques, que nous n’avons pas rencontrées en dehors de ces 
conjonctivites contagieuses. 

L’infection atteint d’abord un ceil et se propage souvent 
au bout de quelques jours a l’autre ceil en y reproduisant les 
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mémes symptémes. Ceux-ci rétrocddent Ientement (un a 
cinq mois) chez les animaux primo-infectés et plus rapi- 
dement (quelques jours & quelques semaines) chez les sujets 
ayant subi des réinfections successives. L’ceil reprend alors 
son aspect normal, mais les follicules décrits plus haut 
persistent trés longtemps et constituent un reliquat intéres- 

Nous avons observé, d’une facon rare, il est vrai, des 
sant au point de vue du diagnostic épidémiologique. 


Fic. 2. — Corps élémentaires de différentes formes situés a l’extérieur 
des cellules; polynucléose intense. (Photo P. Jeantet. Gross. 1.290.) 


complications de kératites, peu graves en général, qui dispa- 
raissent sans laisser de traces. Cependant, certaines années 
et pour des raisons indéterminées, ces complications 
s’avérent plus fréquentes et plus graves. Mentionnons encore 
des cas exceptionnels ou, par invasion microbienne secon- 
daire, on voit s’installer des conjonctivites chroniques 
n’ayant aucune tendance a la résolution. 


Eriotocie. — L’examen d’un raclage de la conjonctive d’un 
ceil malade révéle généralement a Jl intérieur des cellules 
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épithéliales, mais aussi en dehors d’elles (cette situation 
exogéne est probabiement due & la confection brutale du 
frottis), de nombreux granules immobiles, isolés ou rassem- 
blés en amas, de dimensions variables allant de 0n.3a41p»5 
environ, remplissant, parfois au nombre de_ plusieurs 
centaines, tout le protoplasme cellulaire. Ces granules ne 
prennent pas le Gram, ne sont pas acido-résistants, ne se 
colorent que faiblement par les couleurs d’aniline ; ils se 
montrent colorés en rouge par le Castanéda, en bleu lilas 
ou en rouge violacé par les techniques dérivées de la méthode 
de Romanowsky. 

C’est en se basant sur ces caractéres, ainsi que sur leur 
pouvoir pathogéne présumé, que Coles a proposé d’inclure 
ces corpuscules dans le genre Rickettsia avec la désignation 
de Rickettsia conjonctive. 

Dans cette étude nous avons utilisé avec de bons résultats 
une technique de coloration ressemblant a4 celle préconisée 
par Lestoquard. Nous raclons la conjonctive 4 Laide d’une 
curette, ou plus simplement 4 l’aide d’un troncon non rodé 
d’une effilure de pipette Pasteur, et nous étalons modérément 
le produit non souillé de sang sur des lames neuves, 
dégraissées, extrémement propres. On séche par agitation a 
Vair et on fixe aussitét avec de l’alcool méthylique pur 
pendant trois & cing minutes. On verse ensuite l’excés de 
fixateur, on laisse sécher et l’on colore avec un mélange de 
May-Grunwald et de Giemsa R. dans de l’eau distillée neutre. 
La concentration de ce mélange et la durée nécessaire pour 
la coloration s’obtiennent par tatonnements. En général, avec 
les produits R.A.L. nous utilisons X gouttes de chaque 
colorant pour 5 cent. cubes d’eau distillée, Faction étant 
prolongée pendant trente & quarante-cing minutes. A moins 
d’une surcoloration, on ne différencie pas A l’alcool. Avec 
cette méthode nous avons pu constater le polymorphisme de 
R. conjonctive, signalé par Coles pour le « protiste » de 
VAfrique du Sud. On note des formes rondes, toutes jietites, 
punctiformes ou de formes de plus grandes dimensions 
elliptiques, coccobacillaires ow en -anneaux (fig. 1 et 2), la 
plupart entourées d’un halo et ne prenant pas uniformément 
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le colorant. Ces caractéres se voient trés nettement sur les 
corpuscules situés & la périphérie des amas ou sur ceux qui 
sont complétement isolés. 

Leur relation avec l’affection conjonctivale nous semble 
certaine. A chaque fois qu’un raclage de conjonctive conte- 
nant ces granulations a pu étre inoculé & un animal neuf, 
nous avons assisté a l’éclosion d’une conjonctivite aigué 
contagieuse. En outre, il faut dire que jusqu’ici aucun autre 
germe ayant le méme pouvoir pathogéne n’a pu étre isolé. 
On ne peut les considérer comme des dégénérescences micro- 
biennes (Giroud et Panthier), car celles-ci ne pourraient étre 
reproduites en série (nous avons effectué plus de dix passages) 
chez des animaux de tous Ages avec des signes cliniques aussi 
nets. Ce ne sont pas davantage des produits de désinté- 
gration nucléaire ou de dégénérescence mucoide, car nous 
avons pu constater qu’elles ne prennent pas le Feulgen et ne 
se colorent pas par la méthode de Gallégo. Ajoutons que nous 
ne les avons jamais observées chez des animaux cliniquement 
indemnes, n’ayant pas présenté antérieurement une conjonc- 
tivite. Cependant il faut reconnaitre que argument définitif 
constitué par la démonstration de leur pouvoir pathogéne en 
culture pure in vitro, n’a pas encore été apporté. Néanmoins, 
les faits accumulés permettent d’ores et déja de les consi- 
dérer comme les agents responsables de ces affections 
oculaires. 

Quant & la question de savoir si l’on est en droit de les 
classer dans le genre Rickettsia, disons simplement sans 
prétendre trancher ce point, que ces microorganismes 
ressemblent, aux points de vue morphologique, tinctorial 
et cultural négatif (sur milieux artificiels), aux agents des 
maladies rickettsiennes typiques. L’avenir permettra de pré- 
ciser leurs relations. 

Nous avons assez souvent rencontré en France la fausse ou 
pseudo-Rickettsia, décrite par Coles en 1934 et retrouvée par 
Donatien et Lestoquard en Afrique du Nord. Elle se distingue 
de R. conjonctive par ses plus grandes dimensions (2 & 4 ys) 
son peu de polymorphisme, ses affinités tinctoriales bleu azur 
au Giemsa, et son pouvoir pathogéne faible ou nul. Généra- 
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lement les cellules épithéliales de la conjonctive sont peu 
parasitées, ne contenant que rarement plus de 50 éléments. 
Cette pseudo-Rickettsia accompagne parfois R. conjonctive 
et persiste trés longtemps sans provoquer de symptomes 
cliniques. Dans un cas cependant, linoculation expéri- 
mentale a été suivie d’une conjonctivite aigué passagére 
contrélée microscopiquement. 

Jusqu’en 1938, on ne connaissait R. conjonctive que sous 
les formes corpusculaires décrites ci-dessus. A cette époque, 
Donatien et Lestoquard, en examinant 4a des moments trés 
rapprochés des conjonctives infectées expérimentalement, 
mirent en évidence une série de corps apparaissant toujours 
dans le méme ordre et qui seraient d’aprés ces auteurs les 
différentes phases de développement de R. conjonctive. IIs 
retrouvérent ces mémes formes dans d’autres Rickettsioses, 
telles que la Fiévre boutonneuse, la Heart-water, la 
Rickettsiose canine (due & R. canis, Donatien et Lestoquard, 
1935), la Rickettsiose bovine (due a R. bovis, Donatien et 
Lestoquard, 1936) et la Rickettsiose ovine (due & R. ovina, 
Lestoquard et Donatien, 1936). Ces constatations ressemblent 
a celles décrites pour la psittacose, pour la lymphogranulo- 
matose inguinale humaine et pour le trachome (A. Busacca, 


P. Thygeson, A. Guénod et R. Nataf, L. Pollef, H. Foley et 
L. Parrot). 


* 
* 


Nous avons pu reproduire a Alfort pendant plus de dix 
passages la conjonctivite contagieuse des petits ruminants, 
et nous avons remarqué la constance d’apparition de diffé- 
rents stades décrits par Donatien et Lestoquard. 

C’est ainsi, qu’en partant d’un raclage de conjonctive 
malade ne contenant microscopiquement que des corpuscules 
classiques ou corps élémentaires et en inoculant ce produit 
par scarification sur une conjonctive saine, on note que les 
corps élémentaires se raréfient progressivement pour dispa- 
raitre des frottis vers la dix-huitisme heure. Auparavant on 
les rencontre de moins en moins nombreux et siégeant a 


a 
Vextérieur des cellules. Entre la dix-huitiéme et la quarante- 
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Fic. 3. — Corps initial dans une cellule épithéliale refoulant le noyau et le 
déformant en croissant; a coté d'autres cellules normales et un polynucléaire. 
(Photo P. Jeantet. Gross. 1.200.) 


Fic. 4. — Corps initial & texture granuleuse remplissant une cellule de la 
conjonctive d’un mouton malade; le noyau est nettement déformé. (Photo 
P. Jeantet. Gross. 1.200.) 
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huitisme heure en général, il peut se passer une phase silen- 
cieuse ou les frottis ne révélent absolument rien d’anormal. 
Brusquement, on voit apparaitre et uniquement en position 
intracellulaire, des inclusions relativement volumineuses, 
arrondies, d’aspect homogéne, colorées en rose par la méthode 
décrite ci-dessus, de dimensions variables allant de 5p a 20 p 
et qui, en se développant, refoulent le noyau a la périphérie 
de la cellule en le déformant en croissant (fig. 3 et 4). Dans 
certaines cellules épithéliales on rencontre 2, 4 et méme 6 
de ces masses désignées sous le nom de corps initiaux, 4 cause 
de leur ressemblance avec certains corps observés dans le 
trachome. Leur apparition est accompagnée d’une polynu- 
cléose neutrophile trés marquée et de signes inflammatoires 
de conjonctivite aigué (1). 

Les corps initiaux, roses et homogénes, au début, prennent 
ensuite une teinte rouge ou rouge violacé et une structure 
eranuleuse (fig. 4). Ils sont bien délimités, indépendants du 
cytoplasme cellulaire et constituent & premiére vue des inclu- 
sions protoplasmiques. Plus tard, tout en conservant leur 
matrice de texture hyaline, certains d’entre eux se fragmen- 
tent en gros corpuscules irréguliers, rouge violacé (fig. 5) 
qui se libérent progressivement de la gangue commune 
(fig. 6) ou méme de la cellule héte et pénétrent ensuite dans 
d’autres cellules (fig. 7). Ils mesurent & ce stade 015 A Ty. 
C’est entre le troisiéme et le cinquiéme jour en moyenne, que 
Von voit apparaitre les corpuscules élémentaires classiques, 
d’abord rouge foncé puis bleu lilas, qui pourraient, 
en se multipliant par scission, donner naissance aux amas 
de granules intracellulaires typiques. A l’aspect arrondi de 
certains de ces amas, situés 4 l’intérieur des cellules, on peut 
concevoir que certains corps initiaux, au lieu de se fragmenter 
en masses irréguliéres, subissent une multiplication intérieure 
et donnent directement naissance comme dans le trachome, 
par disparition du ciment qui Jes unit en estompant leur 


(1) Nous devons 4 lV’obligeance de MM. P. Jeantet; de l'Institut Pas- 
teur et P. Gavaudan, de l'Institut de Génétique A l’Ecole Vétérinaire 
d’Alfort, les microphotographies reproduites dans ce mémoire. Nous 
les en remercions trés sincérement. © 
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présence, au stade de corps élémentaires décrits plus haut. 
Cette manitre de voir est corroborée, en partie tout au moins 


Fic. 5. — 2 cellules conjonctivales accolées; l'une d’elles contient un corps 
initial fragmenté; la gangue hyaline réunissant les fragments entre eux est 
nettement visible. (Photo P. Gavaudan. Gross. 1.200.) 


Fic. 6 .— Corps initial fragmenté; les corps intermédiaires sont dispersés dans 
la cellule; le noyau périphérique (7) est pycnotique. (Photo P. Gavaudan. 
Gross. 1.200.) 
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par le fait que certains artifices de différenciation appliqués 
A certains corps initiaux mettent en évidence de tres 
nombreux granules (fig. 4). 

Chez les animaux neufs ces diverses formes : corps initiaux, 
corps initiaux fragmentés (corps intermédiaires) et corps 
élémentaires semblent se succéder. A la période d’état qui 
dure quatre semaines, parfois davantage (trois a six mois), 
l’examen microscopique révéle surtout des corps élémentaires. 


Fic. 7. — Corps intermédiaires dans une cellule de la conjonctive; 
a cété un polynucléaire. (Photo P. Gayaudan. Gross. 4.200.) 


Le nombre de corps initiaux est infime et nullement en 
proportion avec le nombre des amas de corpuscules élémen- 
taires présents. On peut done déduire sans grand risque 
derreur que ces derniers se multiplient surtout par scissi- 
parité. 

A un moment donné les corps élémentaires disparaissent et 
les frottis ne montrent plus rien d’anormal ; l’animal semble 
guéri et cliniquement et microscopiquement. Mais, on peut 
rencontrer des sujets qui, aprés une crise aigué de conjonc- 
tivite, continuent a présenter des corps initiaux seuls sans 
évolution ultérieure en corpuscules élémentaires. Des examens 
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répétés peuvent aussi ne rien montrer ou bien révéler par 
intermittences, et pendant trés longtemps, des corps initiaux 
typiques avec ou sans fragmentation. Dans une observation 
aprés une primo-infection ayant duré seize semaines, un 
mouton (Mouton n° 5) a présenté dans une conjonctive d’appa- 
rence normale, uniquement des corps initiaux pendant plus 
de six mois. 

Cette méme succession de différents stades s’observe dans 
la maladie naturelle & condition que l’examen ait lieu & une 
date précoce et soit fréquemment répété. 


* 
* Ok 


Une premiére infection semble augmenter la résistance du 
mouton vis-a-vis d'une nouvelle atteinte de R. conjonctive. 
Mais cette « immunité » est loin d’étre générale. Chez 
certains sujets elle est compléte (Brebis I, V, Z, M) a en juger 
par le fait qu’a la suite d’une réinfection, il n’y a eu aucune 
réaction clinique ou histologique ; par contre, chez d'autres 
(Chévre n° 4, Bélier R, Agneaux male J et J femelle, etc...), on 
notera pendant quelques jours, et microscopiquement seule- 
ment, quelques corps initiaux fugaces; enfin, dans un 
troisiéme lot, le plus nombreux, on constatera la repro- 
duction d’une conjonctivite aigué, de durée variable, avec le 
déroulement de tous les stades connus. 

En troupeau infecté, ot. les réinfections spontanées se 
succédent, on observe que les adultes réagissent trés rarement 
et trés incomplétement a l’inoculation expérimentale. 

Il est & noter que le fait pour un sujet guéri de continuer 
4 présenter dans sa conjonctive des corps initiaux, ne signifie 
pas nécessairement qu’il résistera 4 une inoculation d’épreuve. 
Ainsi le mouton n° 5, guéri d’une primo-infection, nous donne 
pendant six mois des frottis riches en corps initiaux typiques. 
Eprouvé ensuite avec du matériel virulent, il montra en 
quarante-huit heures une belle conjonctivite rickettsienne. 
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* 
* *K 


Nous venons de décrire l’évolution naturelle ou expérimen- 
tale de la conjonctivite rickettsienne des petits ruminants, telle 
qu’elle se présente en France. Nous n’avons fait que confirmer 
ce que Donatien et Lestoquard ont tout derniérement établi 
en Afrique du Nord. 

Pour ces auteurs les corps initiaux simples ou fragmentés 
constituent les phases de développement de R. conjonctive : 
leur apparition constante précédant celle des corpuscules 
élémentaires et les résultats de l'étude morphologique décrite 
ci-dessus, constituent 4 leurs yeux des arguments nettement 
en faveur de cette hypothése. Les corps initiaux, tout comme 
les corpuscules élémentaires, ne prennent pas le Feulgen et ne 
sont pas des inclusions & mucus. En outre, certaines données 
de pathologie comparée renforcent ces présomptions. 

Rappelons que pour établir définitivement l’existence réelle 
du cycle évolutif du virus de la psittacose, par exemple, il a 
fallu, aprés avoir mis en évidence la morphologie des diffé- 
rentes formes qui, soit dit en passant, ressemblent 4 celles 
décrites dans le cas de R. conjonctive : 1° retrouver ces 
mémes formes en culture in vitro ; 2° combler les lacunes 
existant dans le passage d’un stade & un autre en employant 
des méthodes d’examen plus fines, tel Pexamen sur fond 
noir de culture en goutte pendante et cela & des moments trés 
rapprochés de linoculation ou de l’ensemencement ; 3° sinon 
prouver directement, tout au moins, démontrer par des moyens 
indirects, antigéniques ou sérologiques, par exemple, les 
rapports étroits qui existent entre les corps initiaux et le virus 
psittacosique. Cela fait, on pourrait encore arguer que l’on n’a 
pas fourni la preuve cruciale, matérielle, palpable, celle 
donnée par l’isolement d’un seul corps initial présentant 
expérimentalement le pouvoir pathogéne du virus ou la 
succession des différents stades en culture in vifro a partir de 
ce seul élément. Il nous faudra donc, avant d’admettre défini- 
tivement un cycle évolutif pour Rickettsia conjonctive, passer 
au moins par certaines des étapes mentionnées plus haut. 
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Jusqu’ici, les cultures in vitro de Rickettsia conjonclive 
n’ont donné que des résultats négatifs sur milieux artificiels. 
La méthode des cultures de tissus n’a pas encore été appliquée 
a l’étude de ce microorganisme. 

Dans l’étude anatomo-pathologique de l’infection, les termes 
de passage du stade corps élémentaire d’inoculation au stade 
volumineux, relativement monstrueux, de corps initial, se font 
sans transition nette, sans qu’on puisse saisir l’entrée élémen- 
taire dans la cellule et son développement ultérieur. De méme 
on ne suit pas trés bien l’évolution des corps initiaux 
fragmentés en corps élémentaires. 

En ce qui concerne la virulence des corps initiaux, une 
expérience qu’il nous a été possible d’entreprendre semble 
nous renseigner au moins partiellement : deux brebis isolées 
présentant, dans une conjonctive d’apparence normale, 
quelques rares corps initiaux donnent naissance & deux 
agneaux. Ceux-ci suivis toutes les vingt-quatre, quarante-huit 
heures pendant un mois, n’ont présenté que des corps initiaux 
fugaces. Au bout d’une trentaine de jours ces agneaux ont été 
inoculés avec du matériel trés riche en corps initiaux (prove- 
nant du mouton n° 5, cité plus haut) et dépourvu, tout au 
moins, autant que nous puissions nous en assurer par l’examen 
direct, de corps élémentaires. Pendant les vingt jours qui 
suivirent cette inoculation nous n’avons ~pu noter aucun 
symptéme clinique net, les frottis montrérent quelques rares 
corps initiaux, mais aucune trace de corps élémentaires. 
Eprouvés une deuxidme fois, trois semaines plus tard avec un 
raclage provenant d’un animal malade contenant de nombreux 
corps élémentaires, ces agneaux ont présenté une crise aigué 
de conjonctivite, avec le déroulement de toutes les formes. 

Ces constatations montrent, pour le moins, la virulence 
réduite des corps initiaux, fait qui se rapproche des obser- 
vations de Bedson et Bland sur les corps initiaux du virus 
psittacosique. 

Ces auteurs observent que les souris inoculées avec le 
broyage splénique d’une souris infectée cing 4 quinze heures 
auparavant résistent ou ne meurent que lentement, alors que 
celles recevant le méme produit mais recueilli plus tardi- 
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vement, succombent dans des délais beaucoup plus courts. 
Le premier broyage ne contenant que des corps initiaux, alors 
que le second contient aussi beaucoup de corps élémentaires, 
Bedson et Bland concluent & la virulence réduite de la phase 
corps wmitial du virus en question. 

A rapprocher de tout cela lhypothése émise par Levinthal, 
que les corps initiaux de la psittacose ne seraient que 
l’expression de la résistance de l’organisme ; quand celui-ci 
réagit vivement ou que la dose inoculée est minime, on note 
la production de nombreux corps initiaux. Le taux de ces 
derniers serait donc wne mesure de la résistance opposée par 
l’organisme. 

L’hypothése de Levinthal est susceptible d’expliquer 
quelques caractéres de infection par Rickettsia conjonctiwe 
chez les ovins. C’est ainsi que, si la dose d’inoculation est 
massive, on se trouve en présence d’une évolution ot le stade 
corps initial est fugace ou fait entiérement défaut, alors que 
si l’infection est légére, on ne trouve par la suite que ce seul 
stade. Dans Jl infection expérimentale normale ce_ stade 
apparait surtout au début ; on le rencontre rarement a la 
période d’état et alors en importance réduite. A la période 
de déclin, il fait de nouveau son apparition et, chez les 
porteurs de germes, il constitue, 4 peu d’exceptions prés, les 
seules formes visibles. On a ainsi tendance & croire que la 
Rickettsie conjonctivale placée dans des conditions génant son 
développement prendrait de préférence cette forme volu- 
mineuse. 


CONCLUSIONS. 


1° La conjonctivite contagieuse des petits ruminants, iden- 
tique 4 celle décrite par Coles en Afrique du Sud, existe en 
France. Elle a déja été identifiée dans plusieurs départements. 

2° L’étude naturelle et expérimentale de cette affection nous 
permet de confirmer le réle étiologique de Rickettsia conjonc- 
tive (Coles, 1931). 

3° Les animaux se contaminent par contact direct. L’affec- 
tion persiste pendant trés longtemps dans un élevage. Avec 
Page et les réinfections successives les animaux acquiérent une 
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résistance manifeste. La guérison est rarement accompagnée 
immédiatement de la disparition du germe causal qui peut 
persister pendant quelques mois. 

4° Nous retrouvons dans l’affection expérimentale ou natu- 
relle les formes histologiques décrites par Donatien et 
Lestoquard et que ces auteurs assimilent a des phases de 
développement de Rickettsia conjonctive. Cette hypothése 
d'un cycle évolutif du protiste en question est discutée. 

Des recherches complémentaires sont nécessaires pour 
éclaircir et vérifier la signification des différentes formes 
observées : corpuscules initiaux et corpuscules intermédiaires, 
dans la muqueuse conjonctive des animaux atteints. 
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SUR LETUDE CHIMIQUE ET SPECTROGRAHIQUE 
DE LA FLUORESCENCE DES VENINS DE SERPENTS 


par Grorces BROOKS. 


(Institut Pasteur, Service de Chimie biologique.) 


A notre connaissance actuelle, il semble que la fluorescence 
des venins de serpents n’ait pas été l’objet de recherches. 
L’auteur signale que les venins de Vipére (Vipera aspis) 
et de Cobra (Naja trip.) vus au microfluoroscope de Reichert, 
présentent une fluorescence bleue trés intense, teintée parfois 
de jaune d’or pour le venin de Vipére, tandis qu’en solution 
aqueuse ils sont d’une fluorescence jaune verdatre qui, a la 
longue, vire au bleu. Cette couleur s’intensifie en milieu phy- 
siologique aprés irradiation successive par la raie 3.6350 de 
Hg filtrée et concentrée par une lentille cylindrique en quartz. 

L’étude- chimique et spectrographique a permis d’apparen- 
ter la substance fluorescente aux flavines de synthése. L’au- 
teur constate pour la premiére fois que dans le venin de Cobra 
(Naja trip.), la flavine existe en grande partie sous forme de 
flavoprotéide difficilement dialysable et que dans celui de 
Vipére elle existe presque a l’état libre aisément dialysable. 
Les spectres de fluorescence de ces venins pris a l’état sec 


ou en solution se répartissent dans la partie visible de spectre — 


et leurs courbes microphotométriques enregistrées. présentent. 
des structures spéciales [4]. 


* 
* ok 


Les venins de Vipére et.de Cobra sont. ordinairement d’un 
jaune ambré plus ou moins foncé, selon la saison, & l’excep- 
tion du venin blanc des Vipéres du Gers signalé par E. Césari, 
J. Bauche et P. Boquet [2] et plus récemment par M™ M. Phi- 
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salix [3] (1). A ma connaissance, 1’étude chimique et spectro- 
graphique de la fluorescence de ces venins n’a pas encore été 
Pobjet de recherches. Lorsqu’on les examine étalés sur lame 
U. V. au microfluoroscope de Reichert, on constate une fluo- 
rescence bleudtre trés intense, teintée parfois de jaune d’or 
pour le venin de Vipére. En solution dans l’eau_ bidistillée, 
ils sont d’une fluorescence jaune verddtre moyenne en rapport 
avec la concentration de l’ordre de 3 milligrammes par cen- 
timétre cube. Cette teinte ne tarde pas a virer légdrement au 
bleu aprés cing heures d’irradiations successives par la raie 
3.650 Hg filtrée et concentrée par une lentille cylindrique en 
quartz. Ce bleu s’intensifie en milieu physiologique. Les 
spectres de fluorescence déterminés parallélement & ce mo- 
ment-la sont fortement modifiés. 

Le changement caractéristique de couleur et de spectres de 
fluorescence révéle la présence probable des flavines ou de 
leurs dérivés. En effet la solution aqueuse de venin de Vipére 
ou de Cobra, de fluorescence jaune verdatre, additionnée 
de I ou II gouttes d’hydrosulfite de sodium a 2 p. 100, 
perd momentanément sa fluorescence, qui reparait en pré- 
sence d’oxygéne ou encore par simple agitation prolongée a 
Vair. La photolyse en milieu physiologique provoque la for- 
mation d’un corps soluble dans le CHCl, et qui présente une 
fluorescence bleu ciel. La réductibilité réversible et la pho- 
tolyse apparentent la substance fluorescente du venin aux 
flavines de synthése (riboflavine). 

Notons que, dans le venin de Cobra, la flavine existe en 
erande partie sous forme de flavoprotéide (ferment jaune). Ce 
fait s’observe facilement par dialyse 4 froid lorsqu’on dissocie 
le support protéidique par action de l’acide acétique a 
830 -p. 100 ou de l’acide chlorhydrique 4 0,02 n ; on peut aussi 
réaliser cette dissociation par H-CH,OH a l’étuve & 40°. Dans 
le venin de Vipére la flavine existe presque 4 l’état libre et 
aisément dialysable. 


(1) J’espére pouvoir apporter, dans la suite des recherches entravées 
momentanément par les circonstances, une étude comparative du venin 
‘blanc et des venins déja examinés. 
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TECHNIQUE OPERATOIRE ET DOSAGE. 
Voici comment on opére : 


Dans la figure ci-contre on voit un semi-microdialyseur double cons- 
titué par deux simples tubes & essai (diamétre 10 millimétres, longueur 


Pree a: 


60 millimétres) dont les deux extrémités sont fixées 4 deux cartouches 
de collodion de 5 cent. cubes de capacité. Ces cartouches sont fabri- 
quées avec du collodion d’aprés la formule Codex. L’appareil monté 
comme l’indique le schéma, les cartouches sont immergées dans l’eau 
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et portées a l’autoclave 4 115°. Dés que la température est atteinte, on 
laisse le systéme se refroidir lentement. On introduit dans A la solution 
de venin de Cobra a la concentration de 5 milligrammes dans 5 cent. 
cubes d’eau bi-distillée stérile, dans B, la solution de venin de Vipére 
a la méme concentration. On ajoute un peu de mercure pour exercer 
une certaine pression pendant la dialyse. 


Aprés six heures de séjour dans la glaciére réglée A + 4°, 
on observe que le dialysat de A présente une fluorescence 
jaune lavé, parfois imperceptiblement teintée de bleu ; cette 
fluorescence provient probablement des flavines altérées. Pour 


3800 4400 5000 5600 


Course I. — Courbes micropbotométriques des spectres de fluorescence des 
venins secs porphyrisés. I. Naja trip.: Indochine; Il. Vipera aspis: M. Phi- 
salix; Ill. Vipera aspis: M. E. Cesari. 


la solution dialysée de B, au contraire, une fluorescence jaune 
verdatre intense apparait. L’intensité mesurée de A et de B 
est environ dans le rapport de 4 a 5. 

Si l'on introduit une goutte d’acide acétique et que l’on 
attende une demi-heure ou une heure, la scission du support 
protéidique a lieu et la libération de la flavine est rapidement 
diffusée & travers le sac de collodion. On peut constater une 
fluorescence d’une intensité presque égale a celle de B. Ceci 
explique clairement que la flavine n’était pas a létat libre. 

On peut adopter une autre technique moins brutale qui est 
de dissoudre le venin de Cobra dans une quantité d’eau déter- 
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minée et d’ajouter du méthanol pur R. P. pour avoir l’alcool 
4 50 p. 100. Le tout est mis dans un tube laqué en noir, que 
l’on fait agiter dans un thermostat réglé a 40° pendant quatre 
heures. La solution observée présente une fluorescence jaune 
verdatre qui vire quelquefois au bleu. Cette derniére teinte est 
due, probablement, aux dérivés des flavines ou corps voisins 
transformés. On peut séparer la flavine libérée de la molécule 
protéidique dénaturée par ultrafiltration dans _ 1’obscurité. 
L’ultrafiltrat se comporte exactement comme une solution de 
flavine synthétique (riboflavine). 


We 


3800 4400 5000 5600 


Course Il. — Courbes microphotométriques des spectres de fluorescence des 
venins en solution, I. Vipera aspis: M. Phisalix; H. Vipera aspis: E. Cesari; 
lll. Naja trip. : Indochine. 


Dosacr. — La teneur respective des deux venins en flavine, 
isolée par adsorption microchromatographique sur Al,O, de 
Brockmann et dosée par le photométre de Pulfrich, est de : 


f , WS Y DE FLAVINE 
SCHANTILLONS i 
epee PROVENANCE COULEUR NATURELLE par gramme 


de matiére séche 


1. Vipera aspis . . .}| M. Phisalix. Jaune ambré. ~ 
2. Vipera aspis . . .| E. Césari. Jaune ambré. 
3. Naja trip. .. . «| Indochine (1). Jaune clair. 


—_——oO OO —-—— Ooro———nv——— 


(1) Récolté selon mes indications grace 4 l'obligeance de M. Vudo-Thin. 


au 
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Tableau des principales données numériques. 


Excitation Hg 365. Pose quinze minutes. 


ECHANTILLONS ROE SCORE PNDRE 
2 COULEUR S$ DES BANDES )} Mu. 
de 


venins secs porphyrisés 


de la fluorescence 


Bandes éfroites| Bandes continues 


a 


1. Vipera aspis. . . .|Jaunatre trés intense. 538-519 446-438-434-423 
2. Vipera aspis. . . .|Jauniatre assez intense. 538 416-410-404 
3. Naja trip Bleuatre trés intense. 555-538 465-455-446 


En solution aqueuse : Pose 45 minutes. 


1. Vipera aspis. . . .|Jaune verdatre intense. 550 460-452 
2. Vipera aspis. . . .|Jaune verdatre moyen. 550 443-434 
3. Naja trip Jaune layé. 566 460-452 


Tableau figurant les positions spectrales détaillées 
et les maxima d’intensité des bandes de fluorescence. 


1. Vipera aspis | 2. Vipera aspis| 3. Naja trip. 


Venins secs porphyrisés } mv. : 


572 


Début du spectre 572 | 

Maximum d’intensité .. . 538 538 
519 519 
Cees 

Maximum dintensité. ... 431 4A0 
423 | 404 


Fin du spectre 399 399 
Venins en solution aqueuse ) my. : 


Début du spectre 572 572 
Maximum d‘intensité ... 550 550 
Maximum secondaire... 472 460 

460 452 
Maximum d’intensité ... 452 443 

443 434 
Maximum secondaire... . 434 428 
Fin du spectre. . 398 398 


Erupe SPECTROGRAPHIQUE. 


L’étude spectrographique de fluorescence de la flavine soi- 
gneusement séparée comme précédemment, montre les 
bandes caractéristiques connues dont le maximum d’émission 
va de 4562 & 2564. Quant ala détermination spectrographique 
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de la fluorescence globale des différents venins pris en solu- 
tion ou a létat sec, on obtient des bandes continues a cdté 
des bandes étroites s’étalant vers les grandes longueurs 
d’onde. L’apparition de ces bandes est probablement due a 
des photodérivés de la flavine. Les courbes microphotométri- 
ques enregistrées ont toutes la méme allure (voir courbes | 
et Il) et sont caractérisées par les axes précédemment men- 
tionnés : 


CONCLUSIONS. 


En résumé, ]’étude de la fluorescence des venins de serpents 
conduit a révéler pour la premiére fois l’existence dans ces 
venins de flavines libres et de flavines liées & la molécule 
protéidique (flavo-protéide). Le réle de ces substances ne doit 
pas étre négligeable dans la fonction physiologique des glan- 
des venimeuses et elles ne doivent probablement pas rester 
passives dans l’action thérapeutique. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A L’INSTITUT PASTEUR EN 1939 


par L. CRUVEILHIER et Cu. VIALA. 


Ce rapport, établi suivant le plan fixé par la Conférence 
internationale de la rage, concerne ]’année 1939. 


1° Personnes traitées : 


1122 personnes se sont présentées & la consultation du Ser- 
vice des Vaccinations Antirabiques. Chez 414 le traitement a 
été jugé nécessaire. 


2° Méthode de traitement : 


La méthode employée est la méthode pastorienne. 

Les moelles sont soumises a la dessiccation, en chambre 
noire a 22°, dans des flacons dont le fond est garni de potasse 
caustique et munis de deux tubulures fermées par de |’ouate 
ordinaire. Aprés deux, trois ou quatre jours de dessiccation, 
les moelles sont introduites dans des pots-bans contenant 
20 cent. cubes de glycérine neutre 4 30° Baumé et préalable- 
ment stérilisés a l’autoclave a 120°. 

Ce procédé de conservation des moelles en glycérine, proposé 
par E. Roux en 41887 (4) et introduit dans la pratique par 
A. Calmette en 1891, est adopté depuis 1911 a I’Institut 
Pasteur. 

Les moelles ainsi traitées sont conservées a la glaciére a 
+ 3°. Elles ne sont plus utilisées pour la vaccination lors- 
qu’elles ont séjourné dix jours en glycérine. 

Chaque jour, les sujets en traitement regoivent 4 a 5 millt- 
métres de moelle triturée dans 3 cent. cubes d’eau physiolo- 
gique. Le traitement a une durée de quinze, dix-huit, vingt et 
un ou vingt-cing jours, suivant la gravité des morsures. 


JeeEy Roux, Ces Anmales, 1, 1887, p: 87. 
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* 
* 


Le virus fixe, actuellement utilisé, représentait, le 31 décem- 
bre 1939, le 1.645° passage de la souche employée lors de la 
création du service des vaccinations antirabiques rue d’UIm. 

Afin d’éviter l’infection possible des moelles, celles-ci sont 
extraites avant la mort des animaux qui sont saignés dés que 
la paralysie est complete. 


Le procédé d’extraction des moelles est celui décrit par 
Oshida. 


* 
* OK 


Formule du traitement d’aprés l’4ge des moelles. 


4°" jour Be denn 63 Sate SiMe as he Moelle de 4 jours (3 cent. cubes). 
i Ne Ree rar eee, a Oe = 
pe eae tes dk eager ee = 
OS SORA eee rey ae a 
i eae mead na He AGC ee — 2 = — 
ee rere Sear BG. b eh Paras = 
pA geen oo haces net SS = 
ee Lote ONE ah ee a _ 
Cae Sak me ee Ee | a = 
OSB is nate eater ye eeepraatn fe xan — 3 = 
BS Ee, el, eae, REE 26s, pS a 
FOS ee) he, ale ee 2 cone a = 
RSeo ay Nt EE Rete sea ei eae ar eee: = 
Nae ge ee eae Ma eee a — 
foe ON <a tae ken eee eres ee = 
te LOU ease ake wel eas) Severe Moelle de 3 jours (3 cent. cubes). 
LS aa a Oe a, Seen Meee — 30 — 
NEES DRAM, Ef Aas else eeetne —- 2 _ 
= JOURS, co We ytmcre ince arc. Moelle de 3 jours (3 cent. cubes). 
PREF. Gi ay SONS GR ae Sie a — 2 — — 
DARA Se tis, sta dats Wyte ty here _ 2 — 


POU reese: mee Moelle de 2 jours (3 cent. cubes). 
leh is Wat a et Oe Te Ce : — 2 — — 
hase Per ae AR RA A ; _ 2 — — 
OSs Sin (ds sw he eee ee Ome me Te —_ 2 — — 


3° Répartition des personnes traitées d’aprés le territoire 
sur lequel elles ont été mordues : 


Ve Pear Me mAee, A iscitirte on Qld od. a a do Aes o c 409 
Colonies frangaises (La Guadeloupe). ............ 4 
Italie 


ty Oe 8, Oe ok.” Te” 6) ane te) ae renew 
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4° Répartition des personnes traitées suivant l’animal : 
mordeur : 


eniensidemprooricvainesncoumuss @ ee soe. eae 140 
Chien sgerrantcuweee rae eG Cr iene. ee 0s be Je 166 
Chetsidesproprictairesrcoumus=. — . 5 fe 5): 5 ne ee 45 
CATH IS) MOVPE. 25 Sega! ol AG ae Ne cad a eC ee Si 
URMUISE Ses cg, abet: Sm Ge Et Re eek gem SU are el ts 18 
IRWOTIEINOUS, SE Ss ces: acne ga pe mee ee ne ar a ea a al 
IR GECS Ester seni aw pat ke ke a ee aaa Ghee acct a 2 
Moa iain Ver Mac me es ee eke nS G. was o.oo ne be 4 
Contamination aullaboratoire 4 5 . 2... .. . seco --- ‘i 


3° Répartition des personnes traitées d’aprés les preuves de 
rage chez l’animal mordeur : 

Catégorie A. — La rage de I’ animal mordeur a 66 constatée 
par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec le bulbe ou par un examen histologique. 


Catégorie B. — La rage de l’animal mordeur a été ences 
par examen vétérinaire. 
Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 
WEG OTe w Ate aaron ss kama as: womesaes Nonomie’ (oye e)-cisj nsec oun gouresw optus 2 
C@aleoorlesBs wre ct lo Meets Bi Ape en ASE ae ese 14 
alec Orla Cramer eset tus bata rma, MTree cn ee es ee ee eee 395 


Pour 18 personnes de cette derniére catégorie, l’examen 
histologique des ganglions plexiformes des animaux mordeurs 
a révélé une infiltration cellulaire identique a celle observée 
au premier stade de Ja rage (2). 

6° Répartition des personnes traitées d’aprés les caractéres 
des morsures : 


7° Répartition des personnes traitée es sutvant ou non Vinter- 
position des vétements 


5 
Silt ES OOM IM TONY ek Beg cece ec) os meyuceyys ce her in cay 34 
ING UraVers lesuviCte mets ne uiiial nsec =) =) Ser ele i Gees 9 


8° Répartition des personnes traitées d’aprés le siege de la 
morsure (3) 


(2) Les examens histologiques ont été parfois effectués par le Labora- 
toire National des Recherches Vétérinaires d’Alfort. 

(3) Quand il s’agit de morsures multiples, seul est indiqué le siége 
fle la morsure la plus dangereuse. 
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Tete sid, ¢ lactate Seca Sites oss Re eae ee ree 43 
Merabres SU: Perl Cults: tam. ea tsnicnl sink oir anit eine CR 272 
TPPOMG. 2 ee ae tee Ne coe folci ehh stray bs Bel tenets) ea oom 2 
Membres inférteurs 2) 4. suemene ee Fay iW een teen 94 


9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de 
jours écoulés entre la morsure et le traitement : 


Oa ACL OULS Sts ob cers tae oes ue re eee cape in Ona 225 
Dune ay TOMES, 3. 28) ay ce.cry ocaer siltal nest ks tims. ices enero OU ssn 87 
Sea iT TOURS. Hy se. [aw Wo o~ wintee es ees nev cael encore ro coats Sop tomnSILS 71 
ua Yies ey DERG Une aes ee eB beta ea Secs olsen Soothe 23 
PLUSRASe2 Uap OULS se ccm gon: el mey ele wo eae Ware co Meee Tot laNe teva te 5 


10° Autres renseignements : 


Répartition par départements des personnes traitées 
a lInstitut Pasteur. 


IND GAN Makes di ctine Me eins hoe hist, 2 Moselle, 2a se oe a ono 
ATIC S Opera ts) ccmmciiceir-verias eset le Abe ORINTOC VII C2 romper is or A ome ene ea ; 
GAlVAC GS srs tees ata en eee 3 OSG es) 655 oe ote tees 
Cantal cece ee cals ene Mey eee 4 OrnG,2. rs SS a Aen eee 
CHETAN ee 5 Ae nee eg ieee 2 Passdé=Calaisnd4 ioas oh lawn 
(COTRE TCP wrcuemeiee sea roc 1 Puyede-Dome rs. 3 cin. come 
COte=d OTe es ale so See tee eee 2-1 Pyrénées ((Basses-)..a1) sacar 
CotessdusNoude-.9.- . =: he eee it Pyrenees autes-)s = sees mene 
DOLdocnet meena. n yc cee eae iS Pyrenees-Oriemtales jarau-m arene 
DOD Sioa rieton sere, Soames 4 Rh (Base) ee < ee ees 
L ONETHS) iet ealS eimtey bee See Al ka S| SeOne:(Havrkes)) ares er ene 
IDUIRE SILO es to Ba era OG Ore 2 Sarthe> 42 cies gaol eee cee ee 
Pipistenere, say.) fore, acme 1 SAVOlS (Hautes )ian. ue neroan 
Gar dt yal Utes er tetee eters 4 : (ePaTiSee occ) Wile, Sue oes 
Garonneyihaute\e. ) on ees 4 | Seime) Banlieue... .... 
Uileret= Wilaine Ree.) snl o ees Si) Seime=Inferiewmve aero ue ee cere 
Indre . Reh a es eee 3 Seine-et-Marne......... 
OpEsets Chel sate kone sou ee 1 Seine-et-Oise . . 2. 2 2c. 
Moines Interleuners vy eee eee ee Pel eSevresn(DeUxS\ey oe © ee anu 
GOING omen otarena at eee pe cee es 2 SOM Mer ce) a ee 
[EO ar ee ae ett sto tener a es 5 Vendeer a. % wee. a ee ee 
DiOZ ETO RINGS cece orotate, ee MRS oh 4 Viennies =e 2 tee cea 

NV ENIME GUO Go es 5 ona c 3 | Vosges . : 

ManChi¢zers nei brko eke. coe St" |) VOM Cee cee aes teeters 
Mary. C1 CMtpacriey lumen a treme cae 4 

Meurthe-et-Moselle ....... 4 

Norbibaniaec eiclcs eees 5 
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A ces 358 personnes mordues réparties par départements, 
s’ajoutent 51 soldats traités depuis le début des hostilités et 
appartenant pour la plupart 4 la zone des armées. Ces mili- 
taires, sauf deux, ont été mordus par des chiens abandonnés 
par les évacués. 

Grace au concours qui nous a été donné par MM. Dujarric 
de la Riviére et Kossovitch, nous avons déterminé, en vue de 
transfusions possibles, le groupement sanguin des 54 soldats 
traités depuis le commencement de la guerre. 


ly owed 


Le tableau ci-dessous indique les ré 
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vaccinations depuis 1’origine. 


ANNEES 


Total général. 


PERSONNES | CATEGORIE 
traitées A 


ne 


674 
. 7170 
-622 
830 
540 
.559 
. 7190 
648 
384 
.520 
308 
.529 
-465 
614 
.420 
321 
105 
628 
755 
727 
172 
786 
524 
467 
404 
342 
395 
330 
373 
654 
388 
543 
803 
813 
126 
998 
154 
727 
764 
782 
634 
639 
671 
542 
589 
531 
561 
443 
496 
510 
463 
454 
4A1 
444 


Leet onl cell ell ell oll eel el oe oo) 


53.306 


CATEGORIE 
B 


51 
42 
20 
18 
lal 
14 


27.174 


CATEGORIE 
G 


ae 


544 
257 
255 
297 
215 
320 
600 
508 
423 
449 
455 
461 
469 
363 
375 
362 
330 
288 
271 
255 
203 
267 
142 
173 
460 
452 
179 
144 
203 
266 
542 
479 
1412 
662 
486 
522 
300 
274 
421 
356 
344 
280 
387 
262 
396 
270 
226 
280 
422 
450 
430 
434 
397 
395 


19.052 


| 
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Sultats généraux des 


MORTALITE 
p- 100 


—_ 
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11° Mesures prises en vue de poursuivre l’évolution des cas 
traités pendant siz mois au maximum. 

Aucun accident ne nous a été signalé par les médecins et 
Jes vétérinaires chez les personnes qui ont subi le traitement. 


12° Accidents paralytiques : Néant. 
13° Décés : Néant. 


La statistique pour 1939 est donc ainsi établie : 


Personnes straltCeSi-<s nce eee) hack ee oe ne 411 
Mort. ptt Bee ac hine oad ede ee ena Pee es » « Néant. 


ew 


TABLE ANALYTIQUE 


DU TOME 64 


Acide-l-ascorbique. Voir Mollusques. 

Anticorps. Séparation des sérums tuberculeux au moyen de la 
réaction de l’inhibition spécifique. 5 idea’ DA oe eerie ar 

Bacilles tuberculeux. Sur la teneur des produits tuberculeux 
Cae iE ed Teo Mee OMe A RON SNe ay es en a 

Bacille tuberculeux aviaire. Action inhibitrice du sulfamide et 
d’une sulfone sur la multiplication in vitro et in vivo du———. 

Bacilles tuberculeux bovins. Effets toxiques des — — — morts. 

— Infections &4 — — — dans la tuberculose ostéo-articulaire 
et ganglionnaire. F ae Mas 

— Identification sérologique i = —— — at séro- -aagmostic de la 
tuberculose bovine chez l’>homme Sarr 

Bacilles muqueuz. Recherches amamotoniiuee. sur ie —_— —. 

B. perfringens. Voir Tozines. 

Bactéries. Classification des vibrions anaérobies. 

Bactériophage. Sur le phénoméne de Twort-d’Hérelle. matron 


des dimensions des — au moyen des rayons X. ; 
BCG. Atténuation du — suivant le nombre de passages de ce 
germe sur pomme de terre a la bile de bceuf. Ze 
— Vaccination antituberculeuse du cobaye au moyen du — par 


piqtres cutanées ou par scarifications de la peau. ; 
Betterave. Teneur en bore des feuilles dans la maladie de coeur 


de la — et d’autres plantes. é een peas 
Bore. Répartition du — dans les organes aw tate 5S paysans. 
--- Teneur en — des feuilles dans la maladie du cceur de la 


betterave et d’autres plantes. 
— Variations de la teneur en — des fouilies avec Y age. : 
Caroténoides. Répartition et localisation des —, des flavines et ale 


l’acide-l-ascorbique chez les mollusques eensienranches: 
Cobaye. Glycémie du — sous l’influence du venin de cobra. 
— Vaccination antituberculeuse du — au moyen du BCG par 


piqdres cutanées ou scarifications de la peau. ce ys 
Cobra. La glycémie du cobaye et du lapin sous l’influence du 

venin de —. : tal Ye : 
Conjonctivites pCRtinennee rade: each ass Petits ieicnis: 
“Eudorina elegans. Culture et nutrition autotrophe d’— —. 
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Fer. Culture pure et nutrition autotrophe d’Eudorina elegans 
Ehrbg. (Volvocidée). Réle du — pour la formation des colonies. 
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Lipoidiques. Voir Anticorps. 

Mollusques. Sur la répartition et la localisation des caroténoides, 
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Molybdéne. Etude de la diffusion du — chez les végétaux. 
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OHil. Présence des virus rabique et pseudo-rabique dans les 
membranes et milieux de |’—. 

Oreillons. Transmission du virus des —. Ass 

Ostéo-articulaire. Fréquence des infections a paciiles TRIE dans 
la tuberculose — — et ganglionnaire. : ; 

Pasteurellose. Sur la sérothérapie préventive et Eieplive ide i — 
des boeufs et des buffles. Nase eer Bei fe is 

Phénoméne de Twort-d’Hérelle. Evaluation des dimensions des 
bactériophages au moyen des rayons X. : : 

Plantes. Teneur en bore des feuilles dans la maladie ca coeur “de 
la betterave et d’autres —. é 

Polysaccharidiques. Voir Anticorps. 

Protéides. Spécificité des — des bacilles tuberculeux. Identification 
sérologique des souches bovines et sérodiagnostic de la tuber- 
culose bovine chez l’homme. 

Protéidiques. Voir Anticorps. 

Pseudo-rabique. Voir Virus rabique. é 

Psittacose pulmonaire expérimentale de Ki souris Dance 

Rage. Présence du virus rabique et pseudo-rabique dans les mem- 
branes et milieux de l’ceil. ‘ ‘ 

~- Vaccinations antirabiques a 1]’Institut Deckers en "1939. 

Rayonnement radioactif. Action du — — sur la multiplication et 
sur la structure des microorganismes. 

Rayons X. Voir Phénoméne de Twort-d’Hérelle. 

Rickettsiennes. Etude des conjonctivites — des petits ruminants. 
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Sérologie. Identification sérologique des souches bovines et séro- 
diagnostic de la tuberculose bovine chez l’homme. : 

Sérothérapie préventive et curative de la pasteurellose des boeuts 
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Serpents. Etudes chimique et apeeomeunaus de in fhderescnes 
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Souris blanche. Psittacose Punmonarce Peperimieniats ae la — —. 

Spherophorus funduliformis. 

— necrophorus. of Gee 

Spirochaeta pallida. Bids morphologique < ae — —. 

Spirochétogéne syphilitique. 

Sulfamide. Action inhibitrice du — as a’ une aultenie sur A multe 
pication in vitro et in vivo du bacille tuberculeux aviaire. 

Syphilis. Etude morphologique du Spirochaeta pallida. Modes de 
division, Spirochétogéne syphilitique. : 

Systémalique bactérienne. Classification des vibalons auaarouiee 

Tabac. Répartition du bore dans les organes du — des paysans. 

Toxines. Etude des — du B. perfringens types A et G au moyen de 
Vultrafiltration fractionnée. Sear eee hed ee |e 

Tuberculeuz. Séparation des Griicorps des sérums — au moyen 
de la réaction de l’inhibition spécifique. ; 

— Spécificité des protéides des bacilles —. 

— Sur la teneur des produits — en bacilles de Koch. 

— Toxicité des bacilles — bovins morts pour le lapin. 

Tuberculose. Vuir aussi Vaccination antituberculeuse. 

— Fréquenre des infections a bacilles bovins dans la — ostéo- 
articulairs | ganglionnaire. : 

— Identification sérologique des souches Revie: a sete. diagnostin 
de la — bovine chez i’>homme. 

Ultrafiltration. Etude des toxines du B. rer: yes A et C 
au moyen de 1’— fractionnée. eee sagged Tada 9h 

Ultravirus et fluorescence. Le virus vaccinal. ; 

— Méthodes statistiques appliquées a l’étude des —. on, ae 

Vaccin. Ultravirus et fluorescence. Le virus vaccinal. . . 359 et 

Vaccinations antirabiques a i’Institut Pasteur en 1939. 

Vaccination antiluberculeuve du cobaye au moyen du BCG intro- 
duit par piqdres cutanées multiples ou par scarifications. 
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Virus rabique. Présence des — — et pestle manne ain =i 
membranes et milieux de lil. 
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